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HAART 時代の長期予後を脅かす治療抵抗性エイズリンパ腫に対する 
多面的治療戦略開発に関する研究 
 
主任研究者 岡田 誠治 熊本大学エイズ学研究センター予防開発分野 教授 
 
研究要旨 エイズ関連悪性リンパ腫の合併は世界的にも日本国内でも増加し
ており、治療困難例が多いこともあって、エイズ患者の長期予後を大きく規
定する。そこで、日本人に最適化されたエイズリンパ腫の標準的治療法の確
立を目指して、「治療指針」の策定と多施設共同研究を展開する。更に、治療
不応例・再発例へのサルベージ療法の確立、病態解析に基づいた新規治療法
の開発とマウスを用いたエイズリンパ腫発症・治療のモデルの樹立により、
長期的視野に立ったエイズリンパ腫の多面的治療戦略を展開する。 
 
 
 
 
研究分担者： 
渡邉 俊樹 
（東京大学大学院新領域創成科学研究科教授） 
藤原 成悦 
（国立成育医療センター研究所 部長） 
小田原 隆 
（東京大学医科学研究所附属病院 講師） 
照井 康仁 
（癌研究会癌研有明病院 副部長） 
永井 宏和 
（国立病院機構名古屋医療センター 部長） 
清水 則夫 
（東京医科歯科大学難治疾患研究所 准教授） 
片野 晴隆 
（国立感染症研究所感染病理部 室長） 
駒野 淳 
（国立感染症研究所 主任研究官） 
 
研究協力者： 
味澤篤 
（東京都立駒込病院感染症科） 
上平朝子・白阪琢磨 
（国立病院機構大阪医療センター） 
 
A. 研究目的 
 HAART 導入後エイズが慢性疾患化した現在、
エイズ関連悪性リンパ腫（以下エイズリンパ
腫）はエイズ患者の長期予後を規定する最重要
因子のひとつとなった。エイズリンパ腫は難治
性・再発性であり、有効な治療法は確立してい
ない。従って、エイズリンパ腫の標準的な治療
法の確立と治療抵抗性エイズリンパ腫に対す
る有効な新規治療法の開発は、エイズ対策とし
て厚生労働行政上急務である。本研究では、エ
イズと悪性リンパ腫治療の最前線に立つエイ
ズ治療専門医・血液化学療法専門医と基礎研究
者が有機的に提携し、日本人に最適化されたエ
イズリンパ腫の治療プログラムの確立と新規
治療薬の開発を軸に多面的治療戦略を展開す
る。 
  
B. 研究方法 
 研究は、相互に関連のある 3つの大きな柱を
軸に展開する。 
柱１ 日本人悪性リンパ腫治療最適化プログ
ラムと新規サルベージ療法開発に関する研究 
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エイズリンパ腫は予後不良であり、海外で開
発されたエイズリンパ腫治療プロトコールは、
必ずしも日本人に適したものではない。そこで、
先ずアンケート調査などにより日本における
エイズリンパ腫の発生状況と治療状況を把握
する。そして、日本人に最適化された標準的治
療法の治療指針を策定し、合わせて標準的プロ
トコールを作成して、多施設共同治験を行う。
また、病態解析に基づいた新規分子標的療法と
サルベージ療法の考案と研究段階にある治療
法(NF-kB 阻害薬、Statin 系薬剤、免疫療法等)
の有効性を検討し、日本人エイズリンパ腫に有
効な治療最適化プログラムを構築する。 
柱２ エイズリンパ腫の分子病態解析 
日本人エイズリンパ腫の臨床病理学的およ
び分子生物学的解析を通じて、リンパ腫発生の
分子メカニズムおよび化学療法耐性細胞出現
の分子機構解明を試みる。また、予後因子とし
て様々な遺伝子の関与を解析し、臨床にフィー
ドバックする。マイクロアレイ等による分子病
態解析・発症機序解析に基づいたエイズリンパ
腫の新たな分子標的療法と発症予防法の開発
を目指す。 
柱３ エイズリンパ腫再現マウスモデルの開
発と治療法開発への応用 
高度免疫不全マウス体内でヒト造血・免疫系
を構築する系とリンパ腫細胞が生着する系（ヒ
ト化マウス）を用いて日和見エイズリンパ腫発
生を再現する「エイズリンパ腫再現マウスモデ
ル」を樹立し、その分子病態の解析から新たな
治療法の開発及び治療法の標準化に資する。ま
た、リンパ腫モデルマウス用いた治療薬の評価
法を確立する。 
（倫理面への配慮） 
 ヒト由来試料及び動物を用いた研究では、各
施設の必要な委員会の承認を得た上で、規則に
従い実施する。ヒト臍帯血・末梢血・手術標本
を使用した研究では、医師により本研究の趣旨
を説明し、同意を得られた方のみ同意書に署名
をいただいた上で試料を採取する。試料は匿名
処理を行うため個人情報が流出することはな
く、同意の撤回を可能にするなど人権擁護上の
配慮を行っている。エイズ関連悪性リンパ腫の
治療に関する多施設共同治験においては、「臨
床研究に関する倫理指針」を遵守してプロトコ
ールを作成し、各共同臨床研究機関の倫理委員
会の承認を得た上で、規則に従い実施する。 
 
C. 研究結果 
柱１ 日本人悪性リンパ腫治療最適化プログ
ラムと新規サルベージ療法開発に関する研究 
 エイズ拠点病院 369 施設、血液研修指定病院
502 施設(重複 209 施設)へのアンケート調査で
約 60％の施設から回答を得た。エイズリンパ腫
の症例は 53 施設が経験していたが、ほとんど
施設が 1－2 例の少数例で、そのような施設で
は治療法の選択に苦慮しており、標準的な治療
法の確立と治療指針の策定を強く希望してい
た。 
 
柱２ エイズリンパ腫の分子病態解析 
 エイズリンパ腫のモデルとなる EBV 陽性 LCL
細胞株では、NF-kB が強発現し NF-kB 阻害剤
DHMEQ が有効であることが確認された。しかし、
DHMEQとStatin系薬剤の併用効果を検討したが
相乗効果は認められなかった。また、リンパ腫
治療において rituximab は有効であるが、C 型
肝炎合併例ではHCV活性化が認められたことか
ら、ウィルス感染合併例における rituximab の
使用は注意が必要であることが報告された。 
柱３ エイズリンパ腫再現マウスモデルの開
発と治療法開発への応用 
「ヒト化マウス」に EBV を感染させることによ
り、潜伏感染とリンパ増殖性疾患のモデルが確
立した。また、リンパ腫細胞株を移植したマウ
スにNF-kB阻害剤などを投与するエイズリンパ
腫治療モデルを樹立した。 
 
D. 考察 
エイズ拠点病院・血液研修指定病院へのアンケ
ート調査により、日本においてもエイズリンパ
腫症例は増加していること、各施設が治療に苦
慮していることが判明した。治療指針が欲しい
との要望が多く、エイズリンパ腫に対する本邦
における治療指針の策定が急務であることが
明らかになった。そこで、平成 20 年度中に支
持療法も含む治療指針を策定し、日本人に最適
化されたエイズリンパ腫の標準的治療法の確
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立を目指して多施設共同研究を開始する。多施
設共同研究により治療上の問題点が抽出され、
日本人に最適化されたエイズリンパ腫の標準
的治療法の確立に大きく寄与することが期待
できる。また、エイズリンパ腫の病態解析とそ
れに基づいた新規治療法の開発にはエイズリ
ンパ腫の検体収集が必要であり、多施設共同研
究はその母体として機能することも期待され
る。 
エイズリンパ腫発症の一部にはEBVの関与が
指摘されていることから、EBV によるエイズリ
ンパ腫発症マウスモデルと EBV 陽性 LCL 細胞株
を作成し、病態解析とこれらを標的とした治療
薬開発を行っている。近年は、EBV が関与しな
いエイズリンパ腫が増加していることから、
EBV 陽性例と陰性例の遺伝子プロファイルの比
較を行い、エイズリンパ腫の再分類と病態解明
に資することが必要である。また、マウスモデ
ルは、エイズリンパ腫研究と治療法開発におい
て非常に有用なツールとなりうることが判明
した。今後 3つの柱を中心に、エイズリンパ腫
の多面的治療戦略を展開する。 
 
E. 健康危機情報 
  該当なし 
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日本人エイズ関連悪性リンパ腫の克服に向けて 
 
【研究全体の計画と年次計画との関係】 
１９
年
度
２０
年
度
２１
年
度
柱１： 治療プログラム最適化 柱２： 分子病態解析 柱３： 動物モデル
・日本人エイズリンパ腫の現状と
治療成績検討
・分子標的療法(抗CD20/22)
・がん関連遺伝子のメチル化解析
・遺伝子多型(CD20,FcgIIIa)解析
・リンパ腫症例の遺伝子解析
・臨床検体の収集計画
・EBV持続感染系の確立
・エイズリンパ腫モデルマウス
・薬物治療モデルの開発
・日本人エイズリンパ腫の
治療指針の作成
・日本人エイズリンパ腫の最適化
治療プログラムの臨床試験開始
・サルベージ療法の提言
・ＥＢＶとエイズリンパ腫の関連
・分子標的とリンパ腫予防因子
の同定と解析
・リンパ腫症例の遺伝子解析
・EBVによるリンパ腫発症モデル
・エイズリンパ腫モデルを用いた
新規治療法の開発
（ＡＤＣＣ療法と放射線免疫療法）
・日本人エイズリンパ腫最適化
治療プログラムの実施
・サルベージ療法の臨床試験
実施計画
・新規治療薬の評価
・エイズリンパ腫発症モデルマウス
のＡＤＣＣ療法や新規分子標的薬
を用いた治療モデルの開発
・エイズリンパ腫発症阻止マウス
モデルの作成
成果： エイズリンパ腫治療法の確立、新規治療薬の開発
長期的成果： 患者救済と医療費削減
・エイズリンパ腫発症機序の分子
生物学的解析
・エイズリンパ腫治療標的分子阻
害物質のスクリーニング
（低分子化合物ライブラリー）
・新規治療薬のデザイン
[永井、味澤、照井、岡田、小田原(医科研）、
研究強力：上平・白阪(大阪医療センター)] [渡邊、照井、片野、駒野、永井] [藤原、清水、岡田]
セミナー開催による研究成果の公開と社会還元
シンポジウム開催による研究成果の公開と社会還元
 
 
【研究ネットワーク】 
永井（名古屋医療セ） 照井（癌研 有明病院）
岡田(熊大エイズ） 小田原（東大医科研病院）
味澤（都立駒込病院）
上平・白阪(大阪医療センター、研究協力）
柱１： 治療プログラム最適化
日本人エイズリンパ腫治療最適化
「治療指針」、臨床試験、サルベージ療法・
分子標的療法、新規薬剤の治験
渡邉（東大分子腫瘍） 照井（癌研）
片野（感染研病理） 駒野（感染研エイズ）
永井（名古屋医療セ）
柱２： 分子病態解析
発症機序解析・遺伝子解析・分子標的
マイクロアレイ・プロテオーム・メチル化解析
ＥＢＶとリンパ腫の関連・新規薬剤の開発
藤原（成育医療センター）
清水（医科歯科大 難治研）
岡田（熊大 エイズ）
柱３： 動物モデル
エイズリンパ腫発症モデル
エイズリンパ腫治療モデル
エイズリンパ腫発症阻止モデル
治療・予防法の確立
エイズリンパ腫克服臨床検体
新規治療薬
解析結果
臨床検体
治療モデル
治療薬評価
In vivo解析
前臨床試験
検 証
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日本人エイズリンパ腫治療プログラムの最適化 
 
分担研究者 小田原 隆 東京大学医科学研究所附属病院 感染免疫内科 講師 
 
研究要旨 本年は、まず国内の臨床現場での治療の現状を把握することを
目的として、エイズリンパ腫の治療経験がありそうな国内 20 施設へのア
ンケート調査を行った。１次調査として、各施設での 2001 年以降の症例
数を調査したところ、10例以上の症例を経験している施設が 4施設あった
一方で、約半数の施設（11施設）では 6年間に 2例以下の症例数しか経験
していなかった。症例ごとに治療メニューや治療経過を報告していただい
た 2次調査では、症例数が少ないこともあって統計学的な有意差は示しづ
らかったが、DLBCL 治療に用いるメニューとして CHOP と EPOCH で同等の有
効性が示されたほか、抗ウイルス治療（ART）の併用が望ましいと考えら
れ、Rituximab 併用も考慮したい結果であった。少数例しか経験のない施
設では手探り状態の治療となっていることもうかがわれ、今回の調査結果
を踏まえて標準的な治療方法を提示するガイドラインを作成することが、
今後、国内の各病院がエイズリンパ種に立ち向かえるようにするために必
要だと考えられた。 
 
 
A. 研究目的 
抗ウイルス治療（ART）により HIV 感染症の
予後は大きく改善しているが、エイズリンパ腫
は現在でも患者の予後を脅かす重大な疾患と
なっている。これに対処すべく、国内のエイズ
リンパ腫治療をサポートできるような研究推
進を目指す本研究班のなかで、まずは国内のエ
イズ関連リンパ腫の治療状況を把握すること
を本年度の目的とした。国内でエイズ関連リン
パ腫を治療していると考えられる施設の医師
達に、郵送でのアンケートを依頼し、現在の治
療状況について調査する。調査票は各施設の医
師に患者のカルテ情報を転記してもらう形と
なるが、その内容に患者の個人情報が入らない
よう留意する。集計結果を解析して、国内のエ
イズリンパ腫治療が抱えている課題を拾い上
げる。 
 
B. 研究方法 
（１）国内でエイズリンパ腫を診療していると
考えられる 23 施設の医師達にアンケート調査
への協力を打診する。この際、各施設でのエイ
ズリンパ腫症例の経験数を教えていただく（1
次調査）。 
（２）アンケート調査へ協力するとの回答をい
ただけた医師に対し、個々の症例に関する調査
票をお送りして、記入・郵送していただく。調
査票には、治療メニューや治療経過を記載して
いただくが、患者の個人情報は入らないように
する。調査の対象としたのは、2001 年から 2007
年の間に各施設で治療をされたエイズリンパ
腫症例の診療記録である（2 次調査）。なお、1
次調査で協力をご快諾いただいていたのは下
記の 20施設だった： 
国立病院機構仙台医療センター・群馬大学医学
部附属病院・国保旭中央病院・千葉大学医学部
附属病院・国立国際医療センター・都立駒込病
院・東京女子医科大学病院・東京慈恵医科大学
附属病院・武蔵野赤十字病院・順天堂大学医学
部附属病院・長野赤十字病院・国立松本病院・
国立病院機構名古屋医療センター・奈良県立医
科大学附属病院・国立病院機構大阪医療センタ
5
ー・兵庫医科大学病院・広島大学医学部附属病
院・国立病院機構九州医療センター・熊本大学
医学部附属病院・琉球大学医学部附属病院 
（３）回収した調査票を解析し、国内のエイズ
リンパ腫治療の問題点を拾い上げる。データの
取り扱いに際しては個人情報保護法を遵守す
る。 
（倫理面への配慮） 
各施設への調査票依頼にあたっては、研究全
体の内容を分担研究者が所属する機関（東京大
学医科学研究所）の倫理審査委員会で審査して
もらい、承認を得たうえで行った。 
Ⅰ 研究の対象とする個人の人権の擁護 
 各病院が遵守している疫学研究の倫理指針
の範囲内で行う調査であり、また、調査票の項
目に患者の個人情報が入らないようにしてい
る。研究成果の公表にあたって、個人が特定さ
れるような情報が公表されることはないので、
個人の人権は守られる。本研究を施行するにあ
たっては、個人情報保護法ならびに疫学研究に
関する倫理指針の原則を遵守する。 
Ⅱ 被験者に理解を求め同意を得る方法 
 依頼する各施設における疫学研究の包括的
な同意にゆだねる。 
Ⅲ 研究によって生ずる個人への危険性 
 各施設の医師が記入して郵送してくれる調
査票から個人を特定することはできないので、
特別な危険はない。 
 
C. 研究結果 
 本年は、まず国内の臨床現場での治療の現状
を把握することを目的として、エイズリンパ腫
の治療経験のありそうな国内施設へのアンケ
ート調査を行った。各施設の 2001 年以降のエ
イズリンパ腫症例数を聞いた１次調査では、調
査を依頼した 23施設のうち 20施設より回答が
得られ、2001 年以降に 10 例以上を経験してい
る施設が 4施設（東京２、名古屋１、大阪１）
あった一方で、約半数の施設（11施設）では 6
年間で2例以下の症例数しか経験していなかっ
た（表１の左半分）。 
1次調査に回答を頂いた20施設は、いずれも、
症例ごとの治療メニューや治療経過を記入す
る調査票（1 次調査時に雛形を添付）への回答
を快諾されていたので、分担研究者の所属機関
での倫理審査委員会の審査・承認を経て、各症
例の調査票への回答をお願いした。時間的な制
約もあり、多数の症例を経験している施設から
の回答率が1次調査よりも低下してしまってい
るが、全身性リンパ腫で 43 例（DLBCL34 例、
Burkitt2 例、その他 7例）、原発性脳（CNS）リ
ンパ腫で 14例の回答が 2008 年 1月末までに寄
せられている（表 1の右半分）。 
エイズリンパ腫の半数以上を占めるDLBCLは、
10 施設から計 34 症例の治療報告があり、完全
寛解にいたったかどうかと相関する baseline
の因子として、年齢・LDH・PS・節外病変数・
病期によってスコア化される International 
Prognostic Index(IPI)のほか、CD4 数が重要で
あることが分かった。化学療法のメニューは
CHOP が 15 例、EPOCH が 17 例となっていたが、
EPOCH は 2 施設のみでの採用だった（CHOP と
EPOCH 以外では、VAD が 1 例、放射線治療のみ
が 1 例）。CHOP と EPOCH とでは治療効果にほと
んど差が認められなかった。Rituximab の併用
も 8例で行われており、CHOP, R-CHOP, EPOCH, 
R-EPOCH での完全寛解（CR）率の差がないかど
うかを検討してみたが、有意な差は認められな
かった（図１）。抗ウイルス治療（ART）は DLBCL37
例中 31例で化学療法時に併用されており、ART
併用群で CR 率が高い傾向が見られたが、症例
数が少ないこともあり、統計学的に有意な差を
見出すことは出来なかった（図２）。施設間で
の差や治療の年代（2001 年から 2007 年）によ
る差もあることを考慮すると、この症例数で統
計学的な意味づけをすることは困難であろう。 
原発性脳リンパ腫は 10施設から計14例の治
療成績報告があり、12 例が放射線治療を受け、
1 例が high dose MTX の治療を受けていた（1
例は剖検時に脳リンパ腫が判明）。6例が外来通
院可能な状態にまで回復していたが、8 例は死
亡しており、そのうちの 6例は診断後 3ヶ月以
内に死亡していた。原発性脳リンパ腫の頻度は、
今後、他のリンパ腫の合併よりは減少していく
可能性もあるが、放射線治療以外の積極的治療
が難しい疾患であり、今後も治療法の検討を続
けていく必要があるだろう。 
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D. 考察 
 多忙な臨床の先生達に治療成績の調査票を
記入していただくという調査の進め方だった
こともあり、とりわけ多数の症例を診ている施
設では調査に応える負担が大きくなってしま
った。このため、本調査（2 次調査）で症例を
網羅することができなかったのは残念であっ
たが、国内の治療のおおよその動向は（とりわ
け、数年に 1例を診るという施設の動向は）把
握することができた。少数例しか経験のない施
設では手探り状態の治療となっていることが
うかがわれ、標準的な治療方法を示すガイドラ
インを用意することが、今後、国内の各施設が
エイズリンパ種に立ち向かえる敷居を下げる
ためには重要になると考えられた。そのために
は、多数の症例を経験している施設が中心とな
って、エイズリンパ腫の標準的な治療プロトコ
ルを策定していく必要があると考える。とりわ
け、今回の調査でも各施設が試行錯誤していた
のは、①治療メニューとして CHOP を選ぶのか
EPOCH を選ぶのか、②dose の調整をどのように
考えて行うか、③ART は併用が望ましいが、化
学療法との相互作用を最小にするメニューと
して何を選択するか、④Rituximab の併用をど
う考えるか、などの点であり、それらの考え方
をしっかりと提示できるガイドラインを作成
していく必要があるだろう。 
また、現在の治療は、米国や英国のガイドラ
インに基づいて、各施設の現場が dose 変更な
どの工夫を加えながら行っているが、多数の症
例を経験している施設が中心となって、日本人
に最適な治療法を明らかにするための多施設
共同臨床試験も立ち上げていくことが望まれ
る。 
 
E. 結論 
国内の臨床現場での治療の現状を把握する
ことを目的として、エイズリンパ腫の治療経験
がありそうな国内 20 施設へのアンケート調査
を行った。各施設での 2001 年以降の症例数を
調査した 1次調査では、10例以上を経験してい
る施設が 4施設（東京２、名古屋１、大阪１）
あった一方で、約半数の施設（11施設）は 6年
間で2例以下の症例数しか経験していなかった。
症例ごとに治療メニューや治療経過を調べた 2
次調査では、回答が得られた症例数が少なかっ
たこともあり、統計学的有意差は示しづらかっ
たが、DLBCL 治療に用いるメニューとして CHOP
と EPOCH で同等の有効性が示唆され、抗ウイル
ス治療の併用は望ましく、Rituximab 併用も考
慮したい結果となった。今後、国内の各施設が
エイズリンパ種に立ち向かえるようにするた
め、今回の調査結果を踏まえて標準的な治療法
を提示するガイドラインを作成することが重
要と考えられた。 
 
F. 健康危機情報 
  該当なし 
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分担研究報告書 
 
HAART 時代の長期予後を脅かす治療抵抗性エイズリンパ腫に対する多面的治
療戦略開発に関する研究－日本人エイズリンパ腫治療プログラムの最適化－ 
 
分担研究者 永井 宏和 国立病院機構名古屋医療センター 部長 
 
研究要旨 HAART が導入され AIDS defining illness としての日和見感染の頻
度は減少してきたが、悪性リンパ腫（以後エイズリンパ腫）は増加傾向にあ
る。エイズリンパ腫は AIDS の死因の多くを占めるようになってきており、エ
イズリンパ腫に対する総合的な診療体制の確立は AIDS 全体の予後の改善に
繋がる重要項目であると考えられる。しかし、本邦での診療実態は明らかで
はない。今回実施した全国規模のアンケート調査により、エイズリンパ腫の
診療において施設間に大きな差があることが明らかとなった。治療レジメン
をはじめ、HAART 開始時期などの標準化が必要であり、ガイドラインの作
成・治療研究の実施が急務であると考えられる。 
 
 
 
 
A. 研究目的 
HAART が広く導入され、AIDS-defining illness 
(ADI)としての日和見感染の頻度は劇的に減少
してきている。しかし、日和見感染や他の ADI
に比べエイズ関連の悪性リンパ腫の発生頻度
の減少は明らかではない。現在、エイズリンパ
腫は ADI として最も頻度の高い疾患となって
きており、エイズの死因の上位に位置するよう
になってきている。しかし、標準的な初発例に
対する治療法、再発例に対する救援療法は確立
していない。エイズ特異的な免疫力の低下もあ
り、通常の化学療法の適応は注意を要すると考
えられている。また、本邦でのエイズリンパ腫
の治療実態も明らかではない。平成 19 年度は
エイズリンパ腫の治療実態を明らかにするた
め全国規模でのアンケート調査を行った。 
B. 研究方法 
エイズ拠点病院 369 施設、血液研修指定病院 
502 施設(重複施設 209 施設)への手紙によるア
ンケートによりエイズリンパ腫の治療担当科
を調査した。 
アンケート内容 
・ エイズリンパ腫の治療経験 
・ エイズリンパ腫治療の担当診療科 
・ 過去５年間のエイズリンパ腫の経験件数 
・ エイズリンパ腫治療時の HAART 開始時期 
・ エイズ関連のびまん性大細胞型 B 細胞性リ
ンパ腫（DLBCL）の治療経験数 
・ DLBCL 治療時の化学療法レジメン 
・ DLBCL 治療時の rituximab（抗 CD20 抗体）
併用の実態 
（倫理面への配慮） 
 診療録の調査を必要としないアンケート調
査であり倫理的に問題はないと考える。 
C. 研究結果 
アンケートの回収率は約 60%であった。回答を
した 349 施設中 143 施設が過去に少なくとも 1
例のエイズリンパ腫を経験していた。143 施設
中約 80%の施設で血液内科がエイズリンパ腫
の治療を担当していた。この 143 施設にたいし
過去 5 年間でのエイズリンパ腫の発症について
アンケートの再調査をしたところ、110 施設か
ら回答を得、54 施設でエイズリンパ腫の診療が
行われていた。症例数は 129 例であった。54 施
設中 43 施設で血液内科が診療担当であったが、
内 39 施設が 5 年間で 2 例以下と少数の症例経
験であり、これらの施設でエイズリンパ腫の
10
50%程度が治療されていた。また 8 施設が感染
症科でエイズリンパ腫の治療を担当していた。
これらの施設でエイズリンパ腫 129 例中約 40%
の症例を診療しており、1 施設あたりの治療経
験も多い傾向にあった。このことから大半の症
例はエイズリンパ腫の治療経験の少ない施設
で診療を受けていることが明らかとなった。 
HAART 開始時期については、HAART を化学療
法に先行させる(6 施設)、同時期に行う(23 施設)、
化学療法終了後に行う(9 施設)であった。 
DLBCLの治療法はCHOP療法(27施設)、EPOCH
療法(4 施設)、リツキシマブ併用の有(8 施設)無
(25 施設)であった。 
この様に施設間での治療方針は異なっており、
エイズリンパ腫に対する治療の標準化が必要
であると考えられた。 
 
D. 結論 
エイズリンパ腫はエイズ患者の予後に大きく
影響を与える疾患となってきている。しかし、
現在治療の標準化はなされていない。今回の
全国規模でのアンケート調査で本邦のエイズ
リンパ腫診療の実態が明らかになった。一部
のエイズ診療拠点病院（大都市）では、エイ
ズ診療に精通した感染症科がエイズリンパ腫
も治療しており、単施設での治療経験数も比
較的多数であった。しかし、多くの病院では
ごく稀に発生するエイズリンパ腫症例を血液
内科が中心に診療していることが分かった。
エイズリンパ腫は悪性リンパ腫の治療に精通
しているだけではなくエイズ診療にも経験が
必要な疾患である。この診療実態から病院間、
地域間でのエイズリンパ腫診療に格差がある
ことが示唆された。 
また、HAART の開始時期、治療レジメンなど
様々であった。 
これらの調査結果からエイズリンパ腫の治療
ガイドラインの策定、臨床試験の実施が急務
であることが明らかとなった。また、病院間
のコンサルテーションシステムの構築も重要
な課題であることが分かった。 
 
E. 健康危機情報 
  該当なし 
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assessment of Hodgkin’s lymphoma and 
aggressive non-Hodgkin’s lymphpoma. J Nucl 
Med. 49: 13-21, 2008 
3) 永井宏和 造血器腫瘍―基礎・臨床領域にお
ける最新の研究動向―病因・病態解析―最近
の展開 ―  悪性リンパ腫  日本臨床 , 
65(suppl 1): 80-85, 2007 
4) 永井宏和 濾胞性リンパ腫に対するリツキ
シマブの維持療法 血液・腫瘍科、54:732-736, 
2007 
5) 永井宏和 がん診療の最前線―ホジキンリ
ンパ腫―最新医学、67: 1329-1340, 2007 
6) 永井宏和 低悪性度 B 細胞性リンパ腫に対
する標準的治療戦略 血液・腫瘍科、56: 1-6, 
2008 
7) 濱口元洋、加藤千明、横澤敏也、寺澤晃彦、
鈴木伸明、青木恵津子、大橋春彦、永井宏和 
単 一 施 設 に お け る HLA 不 一 致
NIMA(non-inherited maternal antigen)相補的血
縁間造血幹細胞移植 13 例の検討 日本輸血
細胞治療学会誌 53: 591-597, 2007 
2. 学会発表 
（国際学会) 
1) Sakiai, T., Nagai, H., Watanabe, T., Uike, N., 
Okamura, S., Yano, T., Kawano, F., Hanada, S., 
Sunami, K., Ikeda, H., Sawamura, M., Nishiura, 
T., Hotta, T., Horibe, K. Addition of rituximab 
improves progression-free and overall survival in 
patients with B-cell lymphoma receiving 
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1) 永井宏和 B 細胞性リンパ腫に対する抗体
療法の動向「Rituximab による濾胞性リンパ
腫治療の進歩と最新の臨床試験成績」 第 47
回日本リンパ網内系学会総会、2007 年 5 月
24-26 日、淡路 
2) 永井宏和、横澤敏也、渡辺智之、鵜池直邦、
岡村精一、矢野尊啓、花田修一、河野文夫、
角南一貴、池田弘和、澤村守夫、西浦哲雄、
堀田知光、堀部敬三.B 細胞性リンパ腫の治療
成績の後方視的解析（リツキシマブ導入前後
の比較）.第 69 回日本血液学会・第 49 回日本
臨床血液学会合同総会、2007 年 10 月 11-13
日、横浜 
3) 大橋春彦、深見晶子、小栗佳代子、永井宏和、
横澤敏也、濱口元洋、堀田知光．骨髄増殖性
疾患患者の造血コロニーを対象とした
JAK2/V617F 変異と X 染色体の不活化パター
ンの検討. 第 69 回日本血液学会・第 49 回日
本臨床血液学会合同総会、2007 年 10 月 11-13
日、横浜 
4) 鈴木康裕、横澤敏也、萩原彰人、寺澤晃彦、
青木恵津子、加藤千明、大橋春彦、永井宏和、
堀田知光、濱口元洋.当施設における高齢者急
性骨髄性白血病の臨床的検討：単一施設での
治療成績. 第 69 回日本血液学会・第 49 回日
本臨床血液学会合同総会、2007 年 10 月 11-13
日、横浜 
5) 萩原和美、横澤敏也、堀田知光、永井宏
和.p57KIP2 遺伝子のメチル化を指標とした B
細胞性リンパ腫における微少残存病変の検
出.第 54 回日本臨床検査医学会学術集会、
2007 年 11 月 22-25 日、大阪 
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1. 特許取得 
特になし 
２．実用新案登録 
特になし 
 
３．その他 
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施設間でのエイズリンパ腫診療経験数（過去５年間） 
 
過去５年間でのエイズリンパ腫診療症例数 １０例以上 ６例から９例 ３例から５例 １例から２例 
血液内科でのエイズリンパ腫診療施設 0 0 4 35 
感染症科でのエイズリンパ腫診療施設 2 1 2 3 
その他 0 0 3 4 
合計 2 1 9 42 
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厚生労働科学省研究費補助金（エイズ対策研究事業） 
分担研究報告書 
 
日本人リンパ腫治療成績検討、分子標的療法の確立と日本人エイズリンパ腫
治療プログラムの最適化 
 
分担研究者 照井 康仁 癌研究会 癌研有明病院・血液腫瘍科 
癌化学療法センター・臨床部 
 
研究要旨 日本人リンパ腫治療成績検討、分子標的療法の確立と日本人エイ
ズリンパ腫治療プログラムの最適化のため、１）B 細胞性リンパ腫における
CD20 変異の解析、２）リンパ腫症例の抗体医薬リツキシマブの効果とウイル
ス活性化に関する影響、３）EB ウイルス感染および CD4/CD8 比におけるリン
パ腫症例の解析、４）エイズ患者および非エイズ患者に発症するリンパ腫の
遺伝子発現プロファイルの解析行なった。B細胞性リンパ腫の標準治療におけ
るリツキシマブの耐性化やウイルス活性化の機序に迫る臨床的基礎データの
集積を行なうことで、エイズ関連リンパ腫治療プログラムの最適化に寄与し
た。 
 
 
 
A. 研究目的 
 エイズの原因ウィルスであるヒト免疫不全
ウィルス(HIV-1)は、年々その感染者が増加し
ているが、HAART 療法のような有効な薬剤治療
法が開発され、HIV-1 感染者の治療状況は大幅
に改善された。生存が改善される一方で、HIV
に関連した疾患、特に悪性リンパ腫の発症は懸
念されるところである。そのため、日本人リン
パ腫治療成績検討、分子標的療法の確立と日本
人エイズリンパ腫治療プログラムの最適化は
急務である。 
 HIV 関連リンパ腫のうち、びまん性大細胞型  
B 細胞リンパ腫(Diffuse Large B cell Lymphoma, 
DLBCL)は EB ウイルス感染との関連で注目され
ている。また、HIV 非感染の非ホジキンリンパ
腫の中で最も多い組織型は DLBCL であり、治療
の標準化もされていることからHIV関連リンパ
腫治療モデルの一つと成り得ることが想定さ
れる。 
 DLBCL の標準治療には、B 細胞の細胞表面に
ある CD20 分子を標的とした抗体医薬であるリ
ツキシマブと CHOP 療法（エンドキサン、ドキ
ソルビシン、オンコビン、プレドニゾロン）の
併用療法があり、CHOP 療法との比較でその奏効
が有意に改善することが報告されている。 
 リツキシマブ治療の有害事象として最も多
く見られるものは、アレルギーを主体としたイ
ンヒュージョン・リアクションであり、その他
はほとんど見られない。しかしながら、最近に
なって遅発性の好中球減少や免疫グロブリン
の低下など免疫系への影響が少なからず報告
されるようになってきている。また、リツキシ
マブ治療への耐性化も問題となっており、その
機序と対応策は解決すべき事柄である。 
 我々は、日本人リンパ腫治療成績検討、分子
標的療法の確立と日本人エイズリンパ腫治療
プログラムの最適化のため、１）B細胞性リン
パ腫における CD20 変異の解析、２）リンパ腫
症例の抗体医薬リツキシマブの効果とウイル
ス活性化にする影響、３）EBウイルス感染およ
びCD4/CD8比におけるリンパ腫症例の解析、４）
エイズ患者および非エイズ患者に発症するリ
ンパ腫の遺伝子発現プロファイルの解析行な
った。B細胞性リンパ腫の標準治療におけるリ
ツキシマブの耐性化やウイルス活性化の機序
に迫る臨床的基礎データの集積を行なうこと
で、エイズ関連リンパ腫治療プログラムの最適
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化に寄与することを試みた。 
 
B. 研究方法 
 １）B細胞性リンパ腫における CD20 変異の解
析 
 B 細胞性リンパ腫の５０症例のリンパ節検体
を浮遊細胞にして MACS により CD19 陽性細胞を
採取する。それらの細胞から RNA を抽出し、
RT-PCR により CD20cDNA を合成した。その cDNA
の塩基配列をシークエンサーにより決定した。 
 変異遺伝子のクローニングと発現型の再構
成実験を行ない、変異遺伝子の意義について検
討を行った。 
 また、遺伝子解析による変異群間のリツキシ
マブ治療に関する奏効性と無増悪期間の比較
を統計学的に行なった。 
 ２）リンパ腫症例の抗体医薬リツキシマブの
効果とウイルス活性化にする影響 
 C 型肝炎ウイルスに感染した B 細胞性リンパ
腫患者において免疫グロブリン、HCV mRNA、
肝機能検査（GOT,GPT など）を施行し、その推
移を比較検討した。 
 ３）EBウイルス感染および CD4/CD8 比におけ
るリンパ腫症例の解析 
 HIV 非感染リンパ腫における EBV 感染を LMP
免疫染色や血清学的検査で評価し、、HIV 非感染
リンパ腫における CD4/CD8 比、CD4 細胞数との
関連を解析した。 
４）エイズ患者および非エイズ患者に発症する
リンパ腫の遺伝子発現プロファイルの解析 
  材料と方法：EBV陽性エイズ関連DLBCL 10例、
EBV 陰性エイズ関連 DLBCL 10-20 例、および非
エイズ患者に発症した EBV 陰性 DLBCL10 例の凍
結生検体（5mm 角程度）を下記要領にて採取し、
凍結保存する。すべての検体はインフォームド
コンセントのもと採取される。 
 検体採取、保存法：生検、または剖検時に採
取したリンパ腫組織と思われる組織を滅菌シ
ャーレの上に載せ、滅菌ハサミまたはナイフで
5mm角以下になるよう細切する。組織片を1.5ml
の血清チューブに移し、個人情報がわからない
ように番号付けをしてそのまま-80℃で保存す
る。 
 DNA マイクロアレイ：凍結保存された検体か
ら RNA を抽出し、RT反応後、蛍光ラベルし、DNA
マイクロアレイ（アフィメトリクス社、または
マイクロダイアグノースティス社）を用いて遺
伝子プロファイルを決定する。 
（倫理面への配慮） 
 ヒト由来試料（末梢血・リンパ節検体等）を
用いた研究は、癌研究会倫理委員会の承認を受
け、規則に従い実施している。また、遺伝子解
析においてはゲノム等解析倫理委員会の承認
を得た上で「癌研究会倫理指針」に従い実施し
ている。 
1) 研究対象者に対する人権擁護上の配慮 
 研究に用いる末梢血、生検検体は、他の研究
目的には使用しない。末梢血、生検検体は匿名
処理を行うため、個人情報が流出することはな
い。また、同意書に署名後も試料採取・使用ま
での期間に同意を撤回することを可能として
いる。 
2) 研究方法による研究対象者対する利益・不
利益 
 本研究により、直接提供者が医学上の利益・
不利益を得ることはない。 
3) 危険性の排除 
 生検検体はリンパ節を切り出した後で、通常
のリンパ節生検同様に採取するため、患者の身
体への影響はない。また、リンパ節の採取は患
者の状態が安全な時のみに限るとし、リンパ節
採取によって患者の状態の危険性が増す可能
性を排除している。 
 末梢血は、医師が問診した上で、検査技師、
看護師、あるいは医師が採血している。採血に
伴う身体への危険性はありうるが、これは通常
の診療行為を越えるものではない。一回の採取
量は 10-100 ml であり、採血量は、本人の了解
のもとに通常の採血と同様に決定している。 
4) インフォームドコンセントに係わる状況 
 リンパ節採取に関しては、協力医療機関の医
療スタッフ（医師）が本研究の趣旨を説明し、
リンパ節生検手術の同意を得られた方のみ同
意書に署名していただいている。この際、説明
を行った医療スタッフ名を明記し、同意書は協
力医療機関において厳重に保管している。 
 末梢血採取に関しては、癌研究会癌研有明病
院のスタッフ（医師）が本研究の趣旨を説明し、
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末梢血提供の同意を得られた方のみ同意書に
署名していただいている。この際、説明を行っ
た医師名を明記し、同意書は癌研有明病院にお
いて厳重に保管している。 
 
C. 研究結果 
 本年度は以下の研究を行なった。 
１）B細胞性リンパ腫における CD20mutation の
解析                          
 抗 CD20 抗体抵抗性における CD20 変異の関与
についての報告はないが、我々は、B 細胞性リ
ンパ腫の５０症例のCD20遺伝子解析において、
C末端欠損型（8%）、細胞外ドメイン型(2%)、膜
貫通ドメイン型(2%)、早期終止型(10%)の４つ
の変異型を見出した。特に C 末端欠損型では
CD20 の細胞表面発現が正常型に比べて有意に
低下していた。抗 CD20 抗体に対する奏効率で
は、正常型と C末端欠損型で CR率、非 CR率に
有意差はみられなかったが、C 末端欠損型で非
CR 率が高い傾向があった。抗 CD20 抗体療法後
の無増悪期間中央値が正常型とC末端欠損型で
それぞれ３１ヶ月と７ヶ月で log-rank 試験で
有意差がみとめられた。 
２）リンパ腫症例の抗体医薬リツキシマブの効
果とウイルス活性化に関する影響 
 リツキシマブ併用化学療法はB細胞性リンパ
腫の標準治療であるが、HBV 感染症例でのリツ
キシマブ投与は抗ウイルス薬の投与などをし
ながら、HBV の再活性化や肝機能障害の悪化に
は十分な観察が必要とされる。一方、HCV 感染
症例の場合はそのような配慮は必要としない
とされているため、十分な解析がなされていな
い。我々は、HCV 感染症例で B 細胞性リンパ腫
を併発し、リツキシマブ投与後の HCV RNA 量と
IgG 量の追跡をおこなった。リツキシマブ投与
後、HCVRNA 量は５例中５例で増加がみられ、そ
のうち１例で肝機能障害がみとめられた。また、
IgG 量の減少も同時にみとめられ、HCV ウイル
ス活性化との関係が示唆された。HCV や HBV に
限らず、様々なウイルス感染で同様の現象がみ
られる可能性があり、注意が必要である。 
３）EBウイルス感染および CD4/CD8 比における
リンパ腫症例の解析 
 エ イ ズ 関 連 リ ン パ 腫 は そ の 多 く が
Epstein-Barr virus(EBV)陽性の diffuse large 
B cell lymphoma (DLBCL) であり、EBV による
日和見腫瘍と考えられてきたが、HIV 非感染リ
ンパ腫におけるEBV 感染を LMP免疫染色や血清
学的検査で評価した。現在、症例を重ねている
ところである。また、HIV 非感染リンパ腫にお
ける CD4/CD8 比、CD4 細胞数との関連に関して
も現在解析中である。 
４）エイズ患者および非エイズ患者に発症する
リンパ腫の遺伝子発現プロファイルの解析 
  エイズ(AIDS、acquired immunodeficiency 
syndrome) は HIV 感染により宿主が免疫不全に
陥り、さまざまな日和見感染症を合併する疾患
である。エイズではカポジ肉腫やリンパ腫など
悪性腫瘍が合併する頻度が高いことが知られ
ており、特にエイズ関連リンパ腫は患者の予後
を左右する重要な合併症である。エイズ関連リ
ンパ腫はその多くが Epstein-Barr virus(EBV)
陽性の diffuse large B cell lymphoma (DLBCL) 
であり、EBV による日和見腫瘍と考えられてき
た。しかし、近年のわれわれの調査では、highly 
active anti-retroviral therapy (HAART)導入
以降、EBV の陽性率は著しく下降しており、現
在ではエイズ関連リンパ腫の約半数がEBV陰性
のリンパ腫(とくに DLBCL)である。エイズ患者
におけるEBV陰性リンパ腫の発症機構は不明な
点が多く、その解析はされていない。エイズ関
連リンパ腫は治療抵抗性のものが多く、現在も
重要な死因の一つである。エイズ関連リンパ腫
の病態が明らかにされ、病態に応じた治療法が
開発されることが望まれる。そこで、遺伝子プ
ロファイルによるエイズリンパ腫の再分類と
病態の解明を行う際に、エイズ患者に発症した
リンパ腫を非エイズ患者に発症したリンパ腫
と比べることは重要であると考える。 
 そこで、エイズリンパ腫および非エイズ患者
に発 症するリンパ腫の遺伝子プロファイルを
比較し、エイズリンパ腫の再分類と病態の解明
を行うために、竹内賢吾（癌研究会 癌研究所 
病理部 研究員）、片野晴隆（国立感染症研究
所 感染病理部 室長）渡邉俊樹（東京大学大
学院 新領域創成科学研究科 病態医療科学
分野 教授）との共同研究で以下のような計画
を立てた。現在、当院遺伝子解析倫理委員会に
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て審議中である。 
  
D. 考察 
 B 細胞性リンパ腫細胞内の microsatellite 
instability による遺伝子変異原性を検討した
が、高い遺伝子変異原性はみられなかった。し
かしながら、リツキシマブの標的分子である
CD20 分子の変異が見られており、細胞内での遺
伝子変異の頻度が高くなっている可能性があ
る。HIV 感染患者の HIV ウイルス粒子の変異頻
度も高いことが知られているが、HIV 感染者へ
のリツキシマブ治療時の易耐性性も考慮する
必要があると考えられた。 
 また、リツキシマブ治療においては、IgG 量
の減少もHCVウイルス活性化と同時にみとめら
れており、リツキシマブによる IgG 減少が HCV
ウイルス活性化と関係していることが示唆さ
れた。すなわち、HCV や HBV に限らず、HIV な
どの様々なウイルス感染でもリツキシマブに
よるIgG低下現象とウイルス活性化という同様
の現象がみられる可能性があり、注意が必要で
ある。 
 現在、DLBCL に関する EBウイルス感染および
CD4/CD8 比におけるリンパ腫症例の解析を行な
っているが、これも HIV 関連リンパ腫の病態と
リツキシマブ治療の意義を明らかにするもの
でる。 
 
E. 結論 
 １）B細胞性リンパ腫における CD20mutation
の解析 
 平成１９年度に引き続き、B細胞性リンパ腫
における CD20mutation に関して解析するが、
CD20mutation の簡便検出法を開発することで
臨床応用を行なう。 
実際には、PCR 法を応用した高性能で簡便な遺
伝子変異検出法を開発し、薬剤奏効性と予後と
の関連を解析する。 
1. 変異体データベースにより、変異高頻度領域を
決定し、その領域に対する蛍光標識 PCR プライ
マーを設計、作製する。 
2. informed consent 済みの症例検体からの DNA
を用いて PCR を行い、PCR 産物を得る。 
3. 正常型および変異型PCR産物DNAの変性温度の
違いを解析する。 
4. 変性温度の違いによる蛍光共鳴エネルギー移
動（fluorescence resonance energy transfer；
FRET）を利用して、遺伝子変異を高感度で検出
する。 
5. 分子標的薬剤における薬剤奏効性と予後に関
して上記の変異体との関連について統計的手
法を用いて解析する。 
上記のシステムを構築する事でHIV関連および
非関連リンパ腫におけるリツキシマブ耐性機
序を解明する。 
2) EB ウイルス感染および CD4/CD8 比における
リンパ腫症例の解析 
   平成１９年度に引き続き、HIV 非感染リ
ンパ腫におけるEBV 感染を LMP免疫染色や血清
学的検査で評価し、２００症例の解析を行なう。
また、HIV非感染リンパ腫におけるCD4/CD8比、
CD4 細胞数との関連に関しても解析する。この
解析でHIV関連および非関連リンパ腫の類似点、
相違点を探究する事ができると考えられる。 
3) HIV感染および非感染びまん性大細胞型B細
胞リンパ腫における遺伝子プロファイリング
に関する研究 IRB による承認後、以下の研究を
継続する。 
１．材料と方法：EBV 陽性エイズ関連 DLBCL 10
例、EBV 陰性エイズ関連 DLBCL 10-20 例、およ
び非エイズ患者に発症した EBV 陰性 DLBCL10例
の凍結生検体（5mm 角程度）を下記要領にて採
取し、凍結保存する。すべての検体はインフォ
ームドコンセントのもと採取される。 
2  検体採取、保存法：生検、または剖検時に
採取したリンパ腫組織と思われる組織を滅菌
シャーレの上に載せ、滅菌ハサミまたはナイフ
で 5mm 角以下になるよう細切する。組織片を
1.5ml の血清チューブに移し、個人情報がわか
らないように番号付けをしてそのまま-80℃で
保存する。 
3  DNA マイクロアレイ：凍結保存された検体か
ら RNA を抽出し、RT反応後、蛍光ラベルし、DNA
マイクロアレイ（アフィメトリクス社、または
マイクロダイアグノースティス社）を用いて遺
伝子プロファイルを決定する。 
 
 
17
F. 健康危機情報 
  該当なし 
 
G. 研究発表 
1. 論文発表 
１）Yokota A, Kimura S, Masuda S, Ashihara E, 
Kuroda J, Sato K, Kamitsuji Y, Kawata E, Deguchi 
Y, Urasaki Y,  Terui Y, Ruthardt M, Ueda T, 
Hatake K, Inui K, Maekawa T: INNO-406, a novel 
BCR-ABL/Lyn dual tyrosine kinase inhibitor, 
suppresses the growth of Ph+ leukemia cells in the 
central nervous system and cyclosporine A 
augments its in vivo activity.  Blood 109(1): 
306-314, 2007. 
2)  Mishima Y, Terui Y, Sugimura N, 
Matsumoto-Mishima Y, Rokudai A, Kuniyoshi R, 
Hatake K.  Continuous treatment of bestatin 
induces anti-angiogenic property in endothelial 
cells.Cancer Sci. 98(3):364-372, 2007. 
3)  Utsubo-Kuniyoshi R, Terui Y, Mishima Y, 
Rokudai A, Mishima Y, Sugimura N, Kojima K, 
Sonoda Y, Kasahara T, Hatake K.  MEK-ERK is 
involved in SUMO-1 foci formation on apoptosis.  
Cancer Sci. 98(4):569-76, 2007. 
4)  Ennishi D, Terui Y, Yokoyama M, Mishima Y, 
Takahashi S, Takeuchi K, Okamoto H, Tanimoto M, 
Hatake K.  Monitoring serum hepatitis C virus 
(HCV) RNA in patients with HCV-infected 
CD20-positive B-cell lymphoma undergoing 
rituximab combination chemotherapy. Am J 
Hematol. 2007. 
5)  Ennishi D, Yokoyamaa M, Mishimaa Y, 
Watanabea C, Terui Y, Takahashi S, Takeuchi K, 
Ikeda K, Tanimotob M, Hatake K. Rituximab plus 
CHOP as an initial chemotherapy for patients with 
disseminated MALT lymphoma.  Leukemia and 
Lymphoma 48(11): 2241-2243, 2007.    
和文 
1)照井康仁：抗 CD２２抗体 Pharma Medica 
25(3) 21-25, 2007 
2)照井康仁：リンパ節腫脹 Modern Physician 
27 (4) 503-506, 2007 
3)照井康仁：CTCAE  腫瘍内科 1 (2) 203-206, 
2007 
4)照井康仁：リツキシマブ耐性化機序における
CD20 と CD55 の役割 血液腫瘍科 54(5): 
525-532, 2007 
5)照井康仁：リンパ腫における遺伝子解析と予
後予測 -CD20 の点変異- がん診療の最前線
（後編） 最新医学６２巻 ６月増刊号：123
− 131, 2007 
6)照井康仁：１４リツキシマブ以外の抗体療法
の進歩は？ EBM 血液疾患の治療 2008-2009 
中外医学社 404− 408, 2007  
7)照井康仁：骨髄腫 がん外来化学療法コンセ
プ ト シ ー ト  医 学 の あ ゆ み  222(13) 
1063-1067, 2007 
8)照井康仁：リツキシマブ耐性化の機序 
Medical Practice 24 (11)1975-1976, 2007 
9)照井康仁：TOPICS ASCO サマリー：血液腫瘍
分野 がん分子標的治療 5(4) 295-299, 2007 
10)照井康仁：悪性リンパ腫薬物療法  レジデ
ントハンドブック 真興交易（株）医書出版部 
畠 清彦監修, 2007 
11)照井康仁、畠清彦：抗体療法の耐性機序—
抗 CD20 抗体リツキサン耐性克服の試み 癌抗
体療法 別冊医学のあゆみ 編集畠清彦 
71-76, 2007 
 
2. 学会発表 
（国際学会) 
1) Ennishi D, Yokoyama M, Mishima Y, Watanabe 
C, Terui Y, Takahashi S, Takeuchi K, Tanimoto M, 
and Hatake K. RITUXIMAB PLUS CHOP 
GREATLY IMPROVED THE RESPONSE RATE 
OR DISEASE PROGRESSION COMPARED TO 
RITUXIMAB MONOTHERAPY IN PATIENTS 
WITH PRIMARY ADVANCED MALT 
LYMPHOMA.  MAINTAINING LIFE: 
OPTIMAL STRATEGIES TO IMPROVE 
SURVIVAL Expert Investigator Forum April 20–22, 
2007, Congress Centre, Lisbon, Portugal 
2) Terui Y, Mishima Y, Yokoyama Y, Mishima Y, 
Takeuchi K, Ito Y, Takahashi S, and Hatake K.  
C-TERMINAL DELETION MUTATION OF CD20 
IS RELATED TO LOW CD20 EXPRESSION 
AND SHORTENED TIME TO PROGRESSION 
AFTER RITUXIMAB IN NON-HODGKIN'S 
18
LYMPHOMA.  MAINTAINING LIFE: 
OPTIMAL STRATEGIES TO IMPROVE 
SURVIVAL Expert Investigator Forum April 20–22, 
2007, Congress Centre, Lisbon, Portugal 
3) TERUI Y, MISHIMA Y, YOKOYAMA M, 
TAKEUCHI K, ITO Y, TAKAHASHI S, AND 
HATAKE K.  USE OF C-TERMINAL 
DELETION MUTATION OF CD20 MOLECULE 
TO PREDICT CD20 EXPRESSION AND TIME 
TO PROGRESSION AFTER RITUXIMAB IN 
NON-HODGKIN'S LYMPHOMA 
ASCO, JULY -, 2007, CHICAGO, USA 
4) Taniyama A, Terui Y, Mishima Y, Kuniyoshi R, 
Kojima K, Muto S, Itai T, Kimura S, and Hatake K. 
Anti-tumor effect of IKKb inhibitor IMD-0354 on 
Bortezomib-resistant multiple myeloma cells.  
AACR-EROTC-NCI, October 22-26, 2007, San 
Francisco, USA 
5) Kuniyoshi R, Terui Y, Taniyama A, Mishima Y, 
Kojima K, and Hatake K.   MEK-ERK is involved 
in SUMO-1 foci formation on apoptosis. 
AACR-EROTC-NCI, October 22-26, 2007, San 
Francisco, USA   
 
（国内学会） 
１） 照井康仁、三嶋雄二．非ホジキンリンパ腫
におけるリツキシマブ耐性に関連した CD20 遺
伝子の変異．日本癌学会、2007 年、横浜． 
２） 三嶋雄二、照井康仁、六代顕子、國吉良子、
杉村夏彦、松阪諭、畠清彦．Establishment of 
reproducible  ADCC assay system. 日本癌学
会、2007 年、横浜． 
３） 國吉良子、照井康仁、六代顕子、小島清嗣、
畠清彦．MEK-ERK is involveld in SUMO-1 foci 
formation on apoptosis. 日本癌学会、2007年、
横浜． 
４） 六代顕子、照井康仁、三嶋雄二、國吉良子、
小島清嗣、武藤進、板井昭子、畠清彦．
Anti-tumor effect of IKK beta inhibitor 
IMD-0354 on Bortezomib-resistant multiple 
myeloma cells. 日本癌学会、2007 年、横浜． 
５） 公平誠、横山雅大、朝井洋昌、山田修平、
上田響子、遠西大輔、明星智洋、三嶋裕子、坂
尻さくら、竹内賢吾、五月女隆、照井康仁、高
橋俊二、畠清彦．再発・不応性 DLBCL に対する
救援化学療法としての R-ICE 療法の有用性． 
第６９回日本血液学会・第４９回日本臨床血液
学会合同総会、2007 年、横浜 
６） 遠西大輔、横山雅大、三嶋裕子、明星智洋、
上田響子、山田修平、公平誠、五月女隆、照井
康仁、高橋俊二、竹内賢吾、谷本光音、畠清彦．
当院における DLBCL に対する CHOP と RCHOP の
後方視的比較検討． 第６９回日本血液学会・
第４９回日本臨床血液学会合同総会、2007 年、
横浜 
７） 横山雅大、遠西大輔、上田響子、公平誠、
山田修平、明星智洋、三嶋裕子、坂尻さくら、
竹内賢吾、五月女隆、照井康仁、高橋俊二、伊
藤良則畠清彦．限局性胃 DLBCL の非手術治療研
究— Rituximab の付加は有意義か？． 第６９
回日本血液学会・第４９回日本臨床血液学会合
同総会、2007 年、横浜 
８） 朝井洋昌、遠西大輔、公平誠、山田修平、
上田響子、明星智洋、坂尻さくら、照井康仁、
横山雅大、三嶋裕子、高橋俊二、竹内賢吾、畠
清彦．RCHOP 療法を施行した HCV 陽性 B 細胞性
リンパ腫症例における HCV-RNA 定量の検討． 
第６９回日本血液学会・第４９回日本臨床血液
学会合同総会、2007 年、横浜 
９） 横田明日美、木村晋也、田中留璃子、浦崎
芳正、照井康仁、上田孝典、畠清彦、芦原英司、
前川平．P 糖蛋白阻害剤による新規 ABL 阻害剤
INNO-406 の増強効果．第６９回日本血液学会・
第４９回日本臨床血液学会合同総会、2007 年、
横浜 
１０）上田響子、坂尻さくら、明星智洋、遠西
大輔、山田修平、公平誠、朝井洋昌、三嶋裕子、
横山雅大、五月女隆、竹内賢吾、照井康仁、高
橋俊二、畠清彦．腫瘍細胞によるプロラクチン
産 生 が 考 え ら れ た 両 側 乳 房 Burkitt’s 
Lymphoma の一例． 第６９回日本血液学会・第
４９回日本臨床血液学会合同総会、2007 年、横
浜 
 
H. 知的所有権の出願・取得状況（予定を含む） 
なし 
 
19
 20
厚生労働科学省研究費補助金（エイズ対策研究事業） 
分担研究報告書 
 
エイズ合併リンパ腫の分子標的治療法開発に関する研究 
 
分担研究者 渡邉 俊樹 東京大学大学院新領域創成科学研究科 
   メディカルゲノム専攻病態医療科学分野 教授 
 
研究協力者： 片野晴隆（分担研究者：国立感染症研究所感染病理部） 
   石田尚臣、三宅在子、Nazanin Dabagmanesh（東京大学大学院新領域科学研 
  究科メディカルゲノム専攻病態医療科学分野） 
  堀江良一（北里大学医学部） 
  梅澤一夫（慶應義塾大学理工学部） 
 
 
研究要旨 エイズ合併リンパ腫のモデルとして、EBV 不死化 LCLと PEL細胞株
を用いて、これらの細胞に共通する特徴である恒常的な NF-kB を標的とした
薬剤の作用を検討した。p65RelA の核内移行を阻害するユニークな NF-kB 阻害
剤を用い、in vitro では細胞増殖、アポトーシス誘導、遺伝子発現動態を検
討した。また、NOG-SCID マウスを用いた xenograft モデルで in vivo におけ
る抗腫瘍効果を検討した。その結果、LCLおよびPELのいずれにおいても、DHMEQ
はアポトーシスを誘導した。さらに、EBVによる Bリンパ球の不死化を阻害す
る効果が明らかになった。さらに、in vivo においても明らかな抗腫瘍効果を
示すことを確認した。これらの結果は、DHMEQ がエイズ合併リンパ腫の分子標
的薬として有望な化合物である事を示すものである。 
 
 
A. 研究目的 
 HIV 感染者はエイズ発症期に,ニューモシス
チス肺炎やサイトメガロウイルスなどの日和
見感染症の他にカポジ肉腫、リンパ腫などの悪
性腫瘍が合併する。近年の highly active 
anti-retroviral therapy (HAART)の導入によ
り、多くの日和見感染症は減少する傾向にある
が、カポジ肉腫、リンパ腫は逆に発症率として
は増加傾向にある（平成 18 年度 厚生労働科
学研究費 エイズ対策研究事業「重篤な日和見
感染症の早期発見と最適治療に関する研究」報
告書）。 
エイズに合併するリンパ腫は（AIDS-related 
lymphoma, ARL）一般に進行が早く、コントロ
ールが困難で致死率も高い。このようなリンパ
腫のほとんどは diffuse large B cell lymphoma 
(DLBCL)であり、その約半数に Epstein-Barr 
virus (EBV)の感染が認められる。また、２０
０１年の WHO 分類で、HHV8/KSHV の感染が診断
基準とされたPrimary Effusion Lymphoma (PEL)
は、その約８０％が HIV 感染者に認められる
（Kobayashi et al., Act Haematol 
2007;117:132)。ARL の中で PEL が占める割合は
は 5%以下とされており(Chen et al., The 
oncologist 2007;12:569)、頻度は少ないが、
エイズ患者に高発し、50%生存期間 6.2 ヶ月と
言う予後不良のウイルス性の悪性リンパ腫で
ある(Boulanger et al., J Clin Oncol 
2005;23:4372)。 
 HIV感染者の5〜20%の例でエイズ合併リンパ
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腫(ARL)を発症するとされ、3-4%においてはそ
の発症がAIDSの診断につながっている(Little 
et al., JAMA 2001;285,1880)。HAART の導入後
ARL の発症は減少しているが、最も減少したの
は中枢神経原発のリンパ腫である。ARL は依然
としてエイズ患者の予後を左右する重大な合
併症であり、その治療法の開発は急務である。 
 我が国において ARL の約半数を占める EBV陽
性リンパ腫は、PEL と共に、NF-kB が恒常的に
活性化している事が知られている。本研究にお
いては、この恒常的活性化 NF-kB を治療の分子
標的として応用する事を検討した。既に報告さ
れている論文において用いられている薬物は
NF-kB活性化シグナル伝達のkey playerである
IKKの阻害剤や多彩な機能を有するproteasome
阻害剤を用いたものである。本研究に用いる阻
害剤 DHMEQ は p65RelA の核内移行阻害と言う、
特異な作用を持つ事から、その作用は大変期待
される。実際、分担研究者らは既に NF-kB の恒
常的活性化を特徴とする種々のリンパ性悪性
腫瘍においてその作用を検証し、有効性を報告
してきている。 
 本研究では、EBV陽性ARLのモデルとしては、
健常人末梢血単核球（PBMC）に EBV を感染させ
て樹立した LCL を用い、PEL については細胞株
を使用して、NF-kB 阻害剤 DHMEQ による NF-kB
活性抑制効果および細胞死誘導能を検討した。
さらに、EBV 感染初期の PBMC に DHMEQ を作用さ
せ、LCL 樹立に至る過程での DHMEQ の効果を検
討した。 
 
B. 研究方法 
(1) NF-kB阻害剤DHMEQを用いたEBV陽性エイ
ズリンパ腫治療の基礎研究 
 LCL の培養液中に DHMEQ を添加し、その後の
NF-kB 活性を EMSA 法により、細胞増殖能を
WST-8法により解析した。また、AnnexinV染色、
TUNEL 法、Caspase 活性測定によりアポトーシ
ス 誘 導 の 有 無 を 検 討 し た 。 さ ら に 、
NOD/SCID/gamma(c) (null)マウス（NOG マウス）
へ LCL を移植し、DHMEQ 存在下での腫瘍形成能
を観察した。加えて、PBMC へ EBV を感染させ、
感染初期における DHMEQ存在下での LMP-1 発現
細胞の増減と LCL 形成能を経時的に観察し、そ
れに伴う細胞集団中のウイルスDNA量の増減を
リアルタイム PCR 法により定量した。 
（２）NF-kB 阻害剤 DHMEQ を用いた Primary 
effusion lymphoma (PEL)治療の基礎研究 
PEL 細胞の培養液中に DHMEQ を添加し、その後
の NF-kB 活性を EMSA 法により、細胞増殖能を
WST-8法により解析した。また、AnnexinV染色、
TUNEL 法、Caspase 活性測定によりアポトーシ
ス 誘 導 の 有 無 を 検 討 し た 。 さ ら に 、
NOD/SCID/gamma(c) (null)マウス（NOG マウス）
へ LCL を移植し、DHMEQ 存在下での腫瘍形成能
を観察中である。また、DHMEQ 処理による細胞
性遺伝子の発現変化を発現アレイ解析システ
ム（CodeLink）を用いて検討し、ウイルス遺伝
子発現の変化を RT-PCR 法で解析した。 
 
（倫理面への配慮） 
動物実験は国立感染症研究所動物実験委員会
の承認（平成 19年 6月 4日 承認番号 107022）
を得た上で、同研究所の動物実験施設内感染実
験区（P2施設）で行われた。 
 
C. 研究結果 
1) NF-kB 阻害剤 DHMEQ を用いた EBV 陽性エイズ
リンパ腫治療の基礎研究 
樹立した全てのLCLにおいて強いＮＦ-kＢ活性
が認められ、DHMEQ の添加によりそれらの活性
が阻害された（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. DHMEQ は LCL における NF-ｋB活性を阻害する 
 DHMEQ添加(+)or 非添加(-)後の LCL より核抽出液
を分離し、NF-ｋBの DNA 結合活性をゲルシフト法に
より検出した。樹立した全ての LCL で構成的 NF-kB
活性の存在が確認され、DHMEQ によりそれらの活性
が阻害された。  
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また、全てのLCLにおいて細胞増殖能の低下（図
２）とアポトーシスの誘導が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２. DHMEQ の細胞増殖能へ与える影響 
 DHMEQ 添加後の LCL の viability を WST-8 法にて
測定した。全検体において、DHMEQ 濃度依存的な細
胞増殖抑制効果が見られた。  
 
LCL 移植 NOG マウスにおいては、DHMEQ の連続
投与により腫瘍の形成が阻害された。さらに、
EBV 感染初期の PBMC においては、DHMEQ 投与に
より LMP-1 発現細胞が選択的に除去され、LCL
の樹立が阻害された（図３）。細胞集団中のウ
イルス DNA 量は、DHMEQ 非投与群では EBV 感染
後時間経過と共に明らかな増加を示したのに
対し、DHMEQ 投与群ではそのような増加が見ら
れなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
図３. DHMEQ の EBV 感染 PBMC へ与える影響 
 PBMC への EBV 感染後、DHMEQ 存在下での LCL 樹立
を経時的に観察した。DHMEQ 投与により LCL の樹立
が阻害された。 
以上の結果は現在投稿中である（Ariko Miyake, 
Md. Zahidunnabi Dewan, Takaomi Ishida1, Mariko 
Watanabe4, Mitsuo Honda, Tetsutaro Sata, Naoki 
Yamamoto, Kazuo Umezawa,Toshiki Watanabe1 
Ryouichi Horie. Induction of apoptosis in 
Epstein-Barr virus-infected B- lymphocytes by 
the NF-kB inhibitor DHMEQ, Micobes Infect. In 
revision)  
 
  
 
2)NF-kB 阻 害 剤 DHMEQ を 用 い た Primary 
effusion lymphoma (PEL)治療の基礎研究 
HHV-8 感染 PEL 細胞株(BCBL1, TY1, BC1)の各抽
出液を用いた EMSA で、NF-kB 活性が認められ、
そのサブコンポーネントはp50/p65であること
が示された。DHMEQ の添加によりそれらの活性
が１〜３時間後に抑制されたが、効果は一過性
で２４時間後にはほぼ回復した（図１）。 
図１．DHMEQ による一過性の NF-kB 活性化抑制．10mg/ml
の DHMEQ 処理後時間経過を追って各抽出液を調製し EMSA
法によって NF-kB の DNA 結合活性を検討した。 
 
しかし、DHMEQ 処理により、濃度及び時間依存
的に全てのPEL細胞株において細胞増殖能の低
下（図２）とアポトーシスの誘導が認められた。 
図２．DHMEQ(10mg/ml)処理後の細胞生存率の検討．WST-8
法により生存率を検討した。 
 
アポトーシスは内在性および外来性の両方の
経路の活性化が関与していた。DHMEQ 処理によ
って NF-kB 活性が抑制されても、HHV8 の遺伝子
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発現は顕著な変化を示さず、lytic infection
への移行は認められなかった。遺伝子発現アレ
イ解析では、pro-apoptotic 遺伝子の発現亢進
と anti-apoptotic 遺伝子の発現抑制の傾向が
認められたが、現在 Agilent 社のシステムで再
検討中である。感染研の片野博士の協力により、
PEL 細胞移植 NOG マウスモデルで in vivo の抗
腫瘍活性の解析を行た結果、この xenograft に
おいて DHMEQ の PEL細胞に対する抗腫瘍効果が
示された（図３,４）。 
図３．Xenograft mouse の外観．DHMEQ を投与しなかった
コントロール群では腹腔内の腫瘍のため腹部が膨満して
いる。 
 
図４．Xenograft mouse の生存曲線．DHMEQ 投与群が有意
に生存率が高かった（Kaplan-Meyer 法、p=0.044). 
 
D. 考察 
EBV 感染 LCL を用いた実験結果は、EBV 陽性エ
イズリンパ腫に対して、DHMEQ が有望な分子標
的治療薬となる可能性を示している。これは、
我々がこれまで報告してきた、NF-kB の恒常的
活性化を特徴とする CLL, ホジキン病、多発性
骨髄腫、ATL などの、T リンパ球及び B リンパ
球の悪性腫瘍に対する有効性と同様の結果で
ある。本研究において注目される結果は、 
EBV 感染初期の PBMC においては、DHMEQ 投与に
より LMP-1 発現細胞が選択的に除去され、LCL
の樹立が阻害されたことである。この結果は、
高危険群を対象としてエイズ合併リンパ腫の
発症予防にDHMEQが応用可能である事を示唆し
ているものである。 
 PEL 細胞に対する DHMEQ の結果の特徴は、
NF-kB 活性の抑制が一過性であるにもかかわら
ず、１日から２日後に細胞がアポトーシスを起
こして死滅すると言う現象である。この結果は、
NF-kB 活性の抑制が、下流の遺伝子発現の制御
を介して細胞死を誘導している事を明確に示
すものと考えられる。NF-kB 下流の細胞の生存
と増殖に関わる遺伝子の同定は、発現アレイデ
ータの詳細な解析を通じて可能になるものと
考えられ、現在精力的に検討している。コンン
会の結果で、他のグループからの従来の報告著
明らかに異なる結果がある。それは、NF-kB 活
性を阻害すると HHV8 の遺伝子発現が最活性化
され、lytic infection へ移行するというもの
である。しかし、我々の結果では、HHV8 の遺伝
子発現の活性化は全く認められなかった。従っ
て、従来の報告は、使用した薬剤の NF-kB 経路
以外に対する非特異的な作用の結果を見てい
た可能性がある。 
 
E. 結論 
以上の結果は、NF-kB 活性が EBV 陽性 B 細胞リ
ンパ腫および PEL の細胞増殖抑制、及び EBV 感
染 PBMC の腫瘍化抑制の分子標的となり得るこ
と、DHMEQ がその分子標的薬として有効である
ことを示すものである。よって、DHMEQ のエイ
ズリンパ腫治療への応用が期待される。 
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エイズ関連リンパ腫に対するスタチンと DHMEQ の併用療法の検討 
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研究要旨 Epstein-Barr virus (EBV)関連日和見リンパ腫はエイズ関連リンパ
腫の半数程度を占め、エイズ関連リンパ腫の中では比較的発症機構がよく解
析されている病型であるが、確立した治療法は存在しない。われわれはエイ
ズ関連 EBV 陽性リンパ腫の新規治療法として高コレステロール血症治療薬
として用いられている HMG-CoA 還元酵素阻害薬（スタチン）と NF-kB 阻
害剤 dehydroxymethylepoxyquinomycin (DHMEQ)の併用療法について、試験
管内実験および動物実験で検討した。EBV 陽性 lymphoblastoid cell line (LCL)
を用いた試験管内実験では 2 剤の併用により、抗リンパ腫効果の増強が見ら
れた。しかし、LCL を免疫不全マウスに移植した動物モデルによる検討で
は併用群はスタチン単独投与群と比較して、明らかな相乗、相加効果は見ら
れなかった。これらの検討から、スタチンの有効性が改めて確認されたもの
の、DHMEQ との併用療法については再検討を要し、他の抗癌剤との併用が
今後の検討課題であろう。 
 
 
A. 研究目的 
エイズ患者にはニューモシスチス肺炎や
サイトメガロウイルスなどの日和見感染症
の他にカポジ肉腫、リンパ腫などの悪性腫
瘍が合併する。近年の highly active 
anti-retroviral therapy (HAART)の導入により、
多くの日和見感染症は減少する傾向にある
が、カポジ肉腫、リンパ腫は逆に発症率と
しては増加傾向にある（平成 18 年度 厚生
労働科学研究費 エイズ対策研究事業「重
篤な日和見感染症の早期発見と最適治療に
関する研究」報告書）。カポジ肉腫は皮膚に
好発するが、限局した病変での予後はよく、
HAART のみで軽快する場合も多い。一方で
リンパ腫は一般に進行が早く、コントロー
ルが困難で致死率も高い。 
エイズ関連リンパ腫のほとんどはdiffuse 
large B cell lymphoma (DLBCL)であり、その
約半数にEpstein-Barr virus (EBV)の感染が認
められる。EBVはヒトヘルペスウイルスの
一種で、遺伝子上に複数の癌遺伝子をコー
ドし、単独でB細胞を形質転換する能力を持
っていることから、ヒト癌ウイルスと考え
られている。EBVがB細胞に感染すると潜伏
感染状態に入り、潜伏感染タンパクである
EBNAやLMPを発現する。健常者の免疫はこ
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うしたウイルス抗原を認識し、抗原陽性細
胞を排除するが、エイズなどの免疫不全者
ではEBV感染細胞は免疫反応を逃れ増殖し、
やがてリンパ腫と認識されるほどの量に増
殖する。これがEBV関連日和見リンパ腫で
ある。 
エイズ関連EBV陽性日和見リンパ腫はリ
ンパ節外性に発症することが多く、進行が
早い上、多発病変を作りやすいという特徴
があり、エイズ関連リンパ腫の中でも予後
が悪い。これまでエイズ関連EBV陽性日和
見リンパ腫に対する有効な治療法は確立し
てない。CHOPなどの化学療法が有効とされ
るが、エイズ患者では骨髄抑制が問題とな
り、減量や中止を余儀なくされることがし
ばしばである。抗癌剤以外にもいくつかの
薬剤がエイズ関連リンパ腫治療薬の候補と
して考えられている。高コレステロール血
症治療薬であるHMG-CoA還元酵素阻害薬
（スタチン）もその一つである(Katano et al. 
PNAS 101:4960-5, 2004)。スタチンの一種で
あるシンバスタチンをEBVにより形質転換
して得たB細胞株 lymphoblastoid cell line 
(LCL)の培養上清に添加すると、LCLは増殖
できず、細胞死に陥る。その増殖抑制効果
は動物実験でも確かめられており、LCLを
移植した重度複合免疫不全(severe combined 
immunodeficiency, SCID)マウスにシンバス
タチンを投与するとLCLの増殖が抑えられ、
生存期間が延長する。こうした報告はスタ
チンがエイズ関連EBV陽性日和見リンパ腫
に有効である可能性を示唆するものである。
しかし、LCLに細胞死を誘導できるような
量は高コレステロール血症治療薬として用
いられる濃度の数百倍であり、長期間の投
与は筋融解症や神経変性などの副作用を起
こす可能性がある。 
同様にLCLに細胞死を誘導する新規薬剤
と し て 期 待 さ れ て い る も の に
dehydroxymethylepoxyquinomycin (DHMEQ)
がある。DHMEQはNF-kBを特異的にブロッ
クする薬剤として同定された化合物で、
NF-kBが恒常的に活性化されている腫瘍に
おいてNF-kBの活性をブロックすることに
より細胞死を誘導する（Watanabe et al. Blood 
106:2462-71, 2005）。一方でNF-kBはさまざ
まな非腫瘍細胞でも活性化しており、これ
をターゲットとするDHMEQは特異性の問
題がある。スタチンとDHMEQは、ともに最
終的にはNF-kBの活性を標的とすることか
ら、本研究ではこの2剤を併用し、LCLに対
する有効性をin vitroとin vivoで検討し、エイ
ズ関連EBV陽性日和見リンパ腫の新規治療
法としての可能性を検討した。 
 
B. 研究方法 
1. 細胞培養 
EBV感染ヒトB細胞の細胞株LCLまたは
EBV 陰性バーキットリンパ腫細胞株 BJAB
は 10% 牛胎児血清添加 RPMI1640（抗生物
質添加済）中で 37℃、5%CO2の培養器にて
培養を行った。シンバスタチン（メルク社）
は溶解、活性化した後、培養上清に加えた。
DHEMQは dimethyl sulfoxide (DMSO)に溶解
後、溶解液を目的濃度になるよう培養上清
に加えた。 
２．細胞増殖アッセイ 
細胞増殖は Cell proliferation assay (XTT 
assay, ロシュ・ダイアグノスティックス社)
により測定した。 
３． 動物実験 
1x107の LCL を SCID マウス（8 週齢、日
本クレア）の腹腔に接種した。LCL の生着
率が 100%でないことや、Kaplan-Meyer 生存
曲線の比較の際に一群 10匹程度の個体数が
あれば有意差が出やすいことを考慮し、一
群 10 匹として、Group 1: control, 2: statin 単
独 投 与 , 3: DHMEQ 単 独 投 与 , 4: 
statin+DHMEQ 併用とし、生存期間を記録、
安楽殺後に検体の採取を行った。シンバス
タチンはマウスでは代謝が早く、血中濃度
を 2 mM に保つためには計算上 5 mM の濃度
になるよう投与する必要があり、これは
0.042mg/Mouse (20g)に相当する。また、
DHMEQ は 8 mg/kg が至適投与量とされ、こ
れは 0.16mg/Mouse (20g)である。薬剤の投与
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図１．シンバスタチンと DHMEQ の LCL に対する
細胞死の誘導 
5 種類の LCL と BJAB に薬剤を投与し、４日後の
XTT assayの結果を示す。縦軸は薬剤を添加してい
ない LCL の吸光度を１とした比を示す。 
は LCL を腹腔接種する前日から接種後 30
日まで、週に 3 回行い、投与直前に各薬剤
の上記必要量を 0.5% メチルセルロースに
溶解し、マウスの腹腔に投与した。マウス
の観察は細胞投与後、60 日まで行い、観察
期間終了時に生存したマウスは安楽殺し、
腫瘍の浸潤を病理学的に解析した。 
 
（倫理面への配慮） 
動物実験は国立感染症研究所動物実験委
員会の承認（平成 19 年 6 月 4 日 承認番号
107022）を得た上で、同研究所の動物実験
施設内感染実験区（P2 施設）で行われた。 
 
C. 研究結果 
１．LCL を用いた試験管内実験 
スタチンと DHMEQ の LCL に対する有
効性を比較した。LCL を 5 種類と BJAB に
対してシンバスタチン、DHMEQ を別々に
加え培養したところ、シンバスタチンでは
細胞死が誘導されるまで 4-5 日を要したが、
DHMEQ は 1-2 日でその効果が現れた。シン
バスタチンでは LCL に特異的に細胞死が誘
導され、BJAB には細胞死を誘導しなかった
（図１）。シンバスタチン投与 5 日後には 2 
mM で LCL の 8 割が死細胞であった。一方、
DHMEQは細胞死誘導の期間は短いものの、
BJABにもLCLと同様に細胞死を誘導した。 
 つぎに、シンバスタチンと DHMEQ の併
用について検討した。LCL は通常クランプ
を作りながら増殖するが、そこにシンバス
タチン 2 mM または DHMEQ 10 mg/mL を加
えるとクランプは完全に消失し、ほとんど
は死細胞となる。濃度を下げて、LCL にシ
ンバスタチン 1 mM を加えると、濃度が十分
でないため、小さなクランプが残存する（図
２）。また、DHMEQ 5 mg/mL でも大きなク
ランプが見られた。そこで、シンバスタチ
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図２．In vitro におけるシンバスタチンと DHMEQ
の併用の検討（１） 
投与後４日後の細胞の状態を示す。LCL は通常
クランプを作りながら増殖する（左上）。シンバス
タチン 1 mM では小さなクランプが残り（中上）、
また、DHMEQ 5 mg/mL では大きなクランプが見
られたが（右上）、シンバスタチンと DHMEQ を
併用するとクランプはほとんど見られなくなる
（下２つ）。 
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図３．In vitro におけるシンバスタチンと DHMEQ
の併用の検討（２） 
薬剤投与後３日後の XTT assayの結果を示す。
図１と同様、縦軸は薬剤を添加していない LCL の
吸光度を１とした比を示す。シンバスタチンの効
用は４－５日かかるので、３日後に半分程度の吸
光度になっていることを効果の目安とした。細胞
は図１の LCL1 を使用したが、複数の LCL で同様
の結果が得られている。 
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ン 1 mMとDHMEQ 5 mg/mLを培養上清中に
併用して使用するとクランプはほとんど観
察されなくなった（図２の下図）。細胞増殖
アッセイではシンバスタチン 1 mM および
DHMEQ 5 mg/mL の併用でも十分な効果が
得られることが示唆された（図３）。 
2．動物実験 
試験管内実験で併用の効果が認められた
ことから、実際に動物に発症したリンパ腫
に対する有効性を確認するために、動物実
験を行った。LCL を SCID マウスの腹腔に
接種すると１－２ヶ月後にEBV陽性のリン
パ腫を発症する。この動物モデルにスタチ
ンと DHMEQ の併用療法を試みた。コント
ロール群（薬剤非投与群）では細胞接種後
60 日に生存したマウスは 10 匹中わずか 1
匹であり、病理組織検査では生存したマウ
スを含めて、全てのマウスからリンパ腫細
胞が検出された（図４）。シンバスタチン単
独投与群は細胞接種後 60 日に 5 匹が生存し、
Kaplan-Meyer 生存曲線ではコントロールと
比べ有意な差があった（ Log-rank test, 
P<0.05）。一方で、DHMEQ 単独投与群、お
よびシンバスタチン-DHMEQ 併用群では細
胞接種後 60日での生存マウスはそれぞれ０
匹と１匹であり、コントロールとの差はな
かった。これらの結果は試験管内実験と異
なり、動物実験においてはシンバスタチン
と DHMEQ の併用投与による相加、または
相乗効果は見られず、この併用投与が必ず
しもEBV陽性日和見リンパ腫に有効とは限
らないことを示唆する。 
 
D. 考察 
スタチンはこれまで高コレステロール血
症治療薬として長年使用されてきた実績が
ある。そうした意味では安全性が確認され
ている薬剤であるが、本研究で示したよう
に抗リンパ腫薬として使用する際には通常
使用される濃度よりもはるかに高い濃度が
必要である。スタチンの長期大量投与には
低頻度ながらも筋融解症や神経変性疾患な
どの副作用が報告されている。一方で、メ
カニズムは不明だがスタチンは従来から大
腸癌やメラノーマの発症を抑える作用のあ
ることが報告されており(Demierre et al. Nat 
Rev Cancer. 5:930-42. 2005).、抗リンパ腫作用
もこうしたスタチンの副次的な効果の一つ
に加わるものである。臨床応用の際には改
めて安全性の検証をする必要があるが、濃
度の問題さえ解決すれば有効な治療薬とし
て期待できる。こうした観点から、スタチ
ンが低濃度で有効性を発揮するような併用
薬剤を検索することは臨床応用を考える上
で意義がある。 
スタチンがEBV陽性リンパ腫に細胞死を
誘導する機序は、スタチンが接着因子LFA-1
の細胞外ドメインに結合し、LFA-1 のリガ
ンドである ICAM-1 との結合を阻害するこ
とに関係する。LFA-1 はリンパ球の主要な
接着因子であり、EBV 感染は LFA-1 の発現
を誘導し、細胞間の接着能を亢進すること
によりリンパ腫形成を誘導する。さらに
EBVは自らコードする癌タンパクLMP-1な
どを感染細胞の表面に発現させ、感染細胞
を形質転換するが、LMP-1 も LFA-1 も細胞
表面上のコレステロールの豊富な部位であ
る lipid raft に局在する。スタチンは LFA-1
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図４．動物実験の結果（Kaplan-Meyer 生存曲線） 
Control, Simva, DHMEQ, Comb.はそれぞれコント
ロール群（薬剤非投与群）、シンバスタチン単独投
与群、DHMEQ単独投与群、シンバスタチン-DHMEQ
併用投与群を示す。凡例の下の矢印は薬剤の投与期
間を示し、LCL を腹腔接種する前日から接種後３０
日までを示す。コントロール群とシンバスタチン単
独投与群との間には Log-rank test で有意差が認めら
れた。 
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の細胞外ドメインに結合するだけでなく、
コレステロール低下作用により、lipid raft
を破壊し、lipid raft 上に存在する分子の機能
に大きな影響を与える。特に LMP-1 は raft
上で３量体を形成してはじめて下流のシグ
ナルを伝達することができるが、raft が破壊
されると３量体の形成ができなくなり、下
流の TRAF との結合が不可能となる。これ
により、さらに下流の NF-kB の活性が低下
し、最終的にEBV感染細胞が細胞死に陥る。
これが、スタチンが LCL などの EBV 感染
細胞に細胞死を誘導するメカニズムと考え
られている。 
DHMEQ は NF-kB の活性を直接、阻害す
ることから、スタチンと DHMEQ はともに
最終的に NF-kB の活性化が阻害されること
がそのメカニズムとなる。しかし、スタチ
ンの NF-kBに対する影響は raft, LMP-1 を介
した間接的なものであり、細胞死が誘導さ
れるまでに４－５日を要するのはこうした
間接的なメカニズムによる。スタチンと
DHMEQ の併用は間接的および直接的に
NF-kB の活性化を阻害する薬剤の組み合わ
せであり、作用点が異なることと、２剤で
作用時間が異なることはむしろ併用療法の
効率を高めるものと期待された。本研究で
は試験管内実験ではこうした期待に沿った
実験結果が得られたが、動物実験ではむし
ろ併用により、治療、予防効果の減弱が認
められた。生体内では併用により予期せぬ
薬剤の不活性化や作用機序を阻害する因子
が存在したものと思われるが、その要因を
同定することは困難である。 
これまでのエイズ関連リンパ腫の治療法
の大きな問題点は抗癌剤による骨髄抑制に
ある。スタチンや DHMEQ はこれらの療法
の補助療法として、抗癌剤との併用、ある
いは他の方法が功を奏さなかった際のサル
ベージ療法として有望と思われる。スタチ
ンと DHMEQ は単剤では投与量や特異性の
問題があろうが、この２剤の併用でなく、
減量した抗癌剤との併用であれば、骨髄抑
制などの副作用を抑えつつリンパ腫の治療
ができる可能性がある。したがって、今後
は抗癌剤との併用を検討すべきであろう。 
 
E. 結論 
エイズ関連 EBV 陽性日和見リンパ腫の
新規治療法として高コレステロール血症治
療薬スタチンとNF-kB阻害剤DHMEQの併
用療法を試験管内実験と動物実験で検討し
た。試験管内実験では 2 剤の併用で抗リン
パ腫効果の増強が見られたものの、動物実
験では明らかな増強効果は見られなかった。
これらの薬剤と他の抗癌剤などとの併用を
検討すべきである。 
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分担研究報告書 
 
B 細胞腫瘍化の主因である EBV を標的にした治療法開発 
 
分担研究者 駒野 淳 国立感染症研究所エイズ研究センター第３室 主任研究官 
 
研究要旨 悪性リンパ腫はエイズに伴う悪性腫瘍としては日本で最も多
く、エイズ発症の初発疾患として顕れることもあり、治療が最も困難なエ
イズ関連疾患である。しかし、リンパ腫治療は未だ研究的な段階であり、
その病因を同定し特異的治療法を確立することはエイズの予後を決定す
る重要なファクターとなる。エイズリンパ腫のうち、EBV 陽性の B 細胞リ
ンパ腫はその多くの割合を占めており、リンパ腫の原因が EBV の存在に依
存することが明らかである点において他のリンパ腫と異なる。EBV 陽性の
B 細胞リンパ腫には特異的な治療標的分子として EBV 核抗原 EBNA1 の存在
が指摘されているが、その分子標的候補としての評価は依然確立していな
い。本研究ではエイズに合併する EBV 陽性 B細胞リンパ腫における治療・
予防のための分子標的としてのEBNA1の評価を行いリンパ腫治療法開発に
資することを目的にする。 
 
 
 
A. 研究目的 
 悪性リンパ腫はエイズに伴う悪性腫瘍とし
ては日本で最も多く、エイズ発症の初発疾患と
して顕れることもあり、治療が最も困難なエイ
ズ関連疾患である。しかし、リンパ腫治療は未
だ研究的な段階であり、その病因を同定し特異
的治療法を確立することはエイズの予後を決
定する重要なファクターとなる。エイズリンパ
腫のうち、EBV 陽性の B 細胞リンパ腫はその多
くの割合を占めており、リンパ腫の原因が EBV
の存在に依存することが明らかである点にお
いて他のリンパ腫と異なる。EBV 陽性の B 細胞
リンパ腫には特異的な治療標的分子として
EBV 核抗原 EBNA1 の存在が指摘されているが、
その治療標的としての重要性は近年指摘され
ているにもかかわらず、予防の分子標的候補と
しての評価は依然確立していない。 
Epstein-Barr virus(EBV)は、多くの成人が感染し
ているヒトヘルペスウイルスである。また、
EBV はバーキットリンパ腫や上皮性腫瘍とい
った、多くのヒト細胞の腫瘍化に関連するとさ
れている。EBV の複製に必須とされているのが、
Epsterin-Barr virus nuclear antigen1(EBNA1)であ
る。二量体化した EBNA1 は EBV ゲノム(エピ
ゾーム)の複製起点に結合し、転写を活性化させ
る。現在までに、EBNA1 の核移行シグナルと
二量体化ドメイン以外を欠失させた EBNA1 変
異体である dominant-negative EBNA1(DNE1)を
発現させることによって、EBV が感染した B
リンパ腫細胞や上皮系腫瘍細胞株から EBV の
ゲノムを脱落させ、悪性増殖形質を低下させる
ことが報告されている (Kennedy et al, PNAS 
2003; Nasimuzzaman, et al Mol Therapy 2005)。し
かしリンパ腫の治療・予防のための分子標的候
補評価において、ウイルスの感染を防止するた
めの分子標的であるかどうかは依然検索され
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ていない。本研究は EBNA1 の阻害剤として
DNE1 を使用し、DNE1 発現細胞が EBV 感染に
対する抵抗性を獲得できるかを評価すること
を目的として、これを通じて EBNA1 に対する
治療・予防のための分子標的候補としての評価
を行い、新たな原因特異的リンパ腫治療および
予防法開発に資することを目的とする。 
 
B. 研究方法 
（１）DNE1 発現ベクターの構築：DNE1 を GFP
との融合タンパク質として発現するレトロウ
イルスベクターpCMMP GFP DNE1(GD)を構築
した。DNE1 は Kennedy et al, PNAS 2003 に記載
されているものを使用した。これは nuclear 
localization signal および dimerization and DNA 
binding domain のみを有する DNE1 である。
pCMMP はCMVと MLV LTR の融合プロモータ
ーから遺伝子発現を誘導する哺乳類細胞遺伝
子発現ベクターでもあり、遺伝子の発現と機能
解析も本ベクターにて行った。また陰性コント
ロールとしてGFPのみを発現する pCMMP GFP
を使用した(Komano et al., Mol Biol Cell 2004)。 
（２）DNE1 発現と機能の確認：pCMMP GFP 
DNE1(GD)を 293FT にトランスフェクションし
て GD 発現を抗 GFP 抗体にて Western blot 法に
より解析した。EBNA1 依存的転写を抑制する
かについては、EBNA1 依存的プロモーターに
て luciferase を発現する FR-tk-Luc と EBNA1 を
cotransfectionすると同時に GD または GFP 発現
ベクターを導入して転写レベルの減少を
luciferase 活性にて測定した。 
（３）レトロウイルスベクターによる DNE1 発
現 ユ ニ ッ ト の transduction ：
pCMMP,pVSV-G,pMDgag-polを同時に 293T細胞
にトランスフェクションして２日後に培養上
清を回収して 0.45um で filter したものをウイル
ス液とした。ウイルス液には polybrene を添加
した。これを、EBV 陰性バーキットリンパ腫細
胞株 BJAB または B cell acute lymphocytic 
leukemia である EBV 陰性細胞株 BALL に感染
させた。BJAB または BALL 細胞を 0.5-1.0x105
個準備しこれにウイルス液１ml に resuspend し
て 4℃で 1 時間 rotate し細胞にウイルスを吸着
させた後、培養液に置換して培養を続けた。
Gene transduction は GFP 蛍光により検出し、細
胞増殖、形態等に関する検討を行った。 
（４）DNE1 発現細胞に対する EBV 感染と EBV
遺伝子発現およびゲノム維持に関する検討：
GD または GFP を導入した BJAB 細胞に対し
EBV B95-8 株を polybrene を欠く条件下で MLV
と同様の protocol にて感染させた。本実験では
BJAB への感染効率がおよそ５％となるウイル
ス量／感染条件であった。感染後およそ２週間
にわたってウイルス遺伝子発現およびウイル
スゲノム維持に関する基礎的検討を PCR にて
行った。ウイルスの細胞への吸着は感染後３回
細胞を培養液で洗浄した細胞由来のウイルス
ゲノム量にて、感染後のウイルスゲノム核内移
行は感染後１日目の核内 DNA 中におけるウイ
ルスゲノム量を BamHI W fragment に対する
PCR primer を用いてそれぞれ quantitative PCR
にて定量した。これは cellular genomic DNA 重
量あたりのEBV genome W断片検出量をウイル
スゲノムコピー数としてあらわした。また、感
染細胞におけるウイルス遺伝子発現は細胞由
来 の total RNA を 使 用 し た end point 
semi-quantitative RT-PCR にて検討した。これら
のprimerは全て過去に記載されたものを使用し、
その reference は Brooks et al., J Virol 1993; Miller 
et al., J Virol 1993; Busson et al., J Gen Virol 1995; 
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Bell et al., J Gen Virol 2006 である。 
 
（倫理面への配慮） 
 特記すべきことなし。 
 
C. 研究結果 
（１）DNE1 発現ベクターの構築： GFP-DNE1(GD)
は EBNA1 の ア ミ ノ 酸 377-391(NLS) か ら
451-641(DNA binding and dimerization 
domain) までを GFP の N 末端側に融合させる
ように構築した。これを哺乳類発現ベクター
pCMMP に AgeI-MfeI を用いてクローニングして
pCMMPGD を構築した。以降 pCMMPeGFP をコント
ロールとして使用した(Kirchmaier and Sugden, 
J Virol 1997; Kennedy et al., PNAS 2003)。 
（２）DNE1 発現と機能の確認：GD のタンパク
質発現をpCMMPGDを transientに transfection
した 293T 細胞にて確認した。Western blot に
おいて anti-GFP 抗体にて GD に期待される約
54kDa のシグナルを検出した。緑色蛍光の細胞
内 distribution は核内に集積して観察され、
期待された localization であった。EBNA1 機能
に対する dominant-negative effect を確認す
るため、転写抑制が誘導できるかを確認したと
ころ、dose-dependent に EBNA1-dependent tk 
promoter-driven luciferase activity の低下
を検出することができた（図１）。 
（３）レトロウイルスベクターによる DNE1 発
現ユニットの transduction：293T,  BJAB また
は BALL 細胞にウイルスを感染後２-３日後に
GFP 陽性細胞が現れ、その割合はおよそ 20-50%
であった。100%陽性の細胞集団を得るため、
limiting dilution または FACS sorting により
GFP陽性細胞をcloningまたはbulk collection
した。これらの細胞における GFP および GD の
発現は 293T と同様に Western blotting にて
確 認 さ れ た （ 図 ２ ） と 同 時 に confocal 
microscopy により 293T と同様の細胞内
distribution を示した（図３）。細胞増殖およ
び細胞形態は GFP, GD 発現により明らかな違い
を呈することはなかったが、クローン間での
variation が BJAB にて観察された。 
（４）DNE1 発現細胞に対する EBV 感染と EBV 遺
伝子発現およびゲノム維持に関する検討：増殖
速度のほぼ同じ BJAB の GFP, GD 細胞クローン
を使用して EBV 感染に対する GD の影響につい
て検索した。ウイルス吸着効率には GD は影響
せず、核内へのウイルスゲノム移行に対しても
GD は抑制活性を示さなかった。EBV genome か
ら の 遺 伝 子 発 現 は W promoter か ら の
transcript は GD・GFP ともに検出されたが、GD
発現細胞でWpからの transcript量が少ない傾向
にあった（典型的な結果について図４に示す）。
Cｐからの transcript 量には両者間で大きな違い
を検出しなかった。LMP1, LMP2A, BARF0 
transcript については全て GD が低い傾向にあっ
た。ウイルスゲノム量は感染後から次第に減少
し、感染後３週間まで検出された。しかし本実
験で得られた GD 発現レベルにおいてはウイル
スゲノムコピー数の推移はGDとGFP発現細胞
で相違を認めなかった(図５)。 
 
D. 考察 
 DNE1 を GFP と融合させた機能的な GD タン
パク質発現を計画通りレトロウイルスベクタ
ーを利用して細胞に安定して発現させること
に成功した。ウイルス感染に対し、本実験で得
られた GD 発現レベルにおいては感染を完全に
ブロックすることはできなかった。また、ウイ
ルスゲノムの欠落を増進することもできなか
ったが、ウイルス由来の transforming gene であ
る EBNAs, LMP1 などの発現効率を低下させる
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ことが明らかとなった。EBNA1 が BARF0 や
LMP2a に対しても感染初期においては転写制
御を行っていることが本実験によってはじめ
て明らかになった。EBNA1 が新規 EBV 感染に
際してもB細胞の癌化プロセスに対して抑制的
に働くことが判明した。 
実験的には BJAB クローニングによる細胞増殖ま
たは形態の多様性があるものが得られたが、GFP, 
GD発現細胞によりその頻度が同程度であり、それ以
外の遺伝子発現によっても同様な現象が観察された
ので内在性の clonal variation であることが示唆され
た。よって clonal variationの差が少ない BALLを使
用して bulk populationによる実験を最終的に行うこと
にした。今後は発現レベルが高い細胞での GD の影
響を検索する事、定量的な実験を全ての遺伝子にわ
たって行うと同時にタンパク質レベルでのウイルス遺
伝子発現確認を試みる予定である。 
 
E. 結論 
 Dominant-negative EBNA1 を用いて EBV 感染
初期過程における EBNA1 の影響を検索した結
果、EBNA1 は EBV 感染初期における発がん活
性を有するウイルス遺伝子発現を抑制するこ
とが示唆された。EBNA1 の機能阻害がリンパ
腫の発生を予防するための良い分子標的足り
えることが示唆された。 
 
F. 健康危機情報 
  該当なし 
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分担研究報告書 
 
EB ウイルスによるリンパ腫発症モデルの開発 
 
分担研究者 藤原成悦 国立成育医療センター研究所母児感染研究部 部長 
 
研究要旨 エイズリンパ腫モデルマウス開発の第一段階として、EB ウイ
ルス（EBV）持続感染マウスを作製・解析した。NOD/Shi-scid/γcnull マウ
ス（NOG マウス）に臍帯血由来造血幹細胞を移植してヒト化したのち少
量（≦101 TD50）の EBV を感染させることにより、マウスの一般状態に変
化が認められない持続感染状態を誘導することに成功した。持続感染マウ
スのウイルス学的・病理学的・免疫学的解析により、持続感染の成立と維
持に免疫応答が役割を果たすことなど、ヒト健常者の EBV 潜伏感染との
類似点が認められた。 
 
 
A. 研究目的 
 エイズ患者に発生するリンパ腫（エイズリン
パ腫）の約半数で、EB ウイルス（EBV）が発
症に深く関わると考えられている。EBV は in 
vitroでヒトBリンパ球を不死化しリンパ芽球様
細胞株を樹立する能力を持つ。このリンパ芽球
様細胞に相当する細胞は健常者体内において
は、EBV 特異的細胞傷害性 T 細胞により速やか
に除去されるが、エイズ患者では免疫監視機構
破綻のため無制限に増殖しリンパ腫発症に至
ることがある。従って、EBV によるヒト B リン
パ球増殖の誘発機構解明はエイズリンパ腫発
症機構の解明および治療法開発に必須の基盤
研究となる。また、個体レベルでのリンパ腫発
症機構の解析や新規治療法の評価には動物モ
デルが必要である。EBV 関連リンパ腫の小動物
モデルとしては従来 scidマウスが用いられてき
たが、このマウスではウイルス特異的免疫応答
が再現されていなかった。NOD/Shi-scid/γcnull
マウス（NOG マウス）は我が国で最近開発され
た免疫不全マウスであり、造血幹細胞（HSC）
の移植により、EBV の主な標的となる B 細胞の
他、T 細胞、NK 細胞、マクロファージ、樹状
細胞など主要な免疫系細胞の発生が認められ
る（ヒト化マウス）。これまでの我々の研究に
より、ヒト化 NOG マウスには EBV 感染が成立
し、主に高濃度のウイルス感染によりリンパ腫
が発生すること、EBV 特異的 T 細胞応答が誘導
されること等が示されている。また時にリンパ
腫を発症せず長期生存するマウスも認められ
た（持続感染マウス）。通常の EBV 関連エイズ
リンパ腫では、まず EBV が潜伏感染を確立し
たのちに HIV-1 が感染し、免疫不全の進行とと
もにリンパ腫を発症するという経過をとる。従
って、この持続感染状態をヒト健常者の EBV
潜伏感染と同等のものと仮定すれば、持続感染
マウスに HIV を感染させてリンパ腫が発生し
た場合、それがエイズリンパ腫モデルとして最
適であると考えられる。本年は、このような
EBV 関連エイズリンパ腫モデル作製の第一段
階として、ヒト化マウスにおける EBV 持続感
染成立条件を検討し、また持続感染状態のウイ
ルス学的・病理学的解析を行った。また、HIV-1
感染に引き続くリンパ腫発生をモデル実験で
再現するためには、このマウスにおける T 細胞
応答が実際に防御機構として機能しているこ
とが前提となるので、その点について検証した。 
 
B. 研究方法 
１．臍帯血 
 東京臍帯血バンク分離保存施設（日本大学医
学部）に提供された臍帯血のうち、血液量不足
のため移植に使用できないものを利用した。 
２．NOD/Shi-scid/γcnullマウス（NOG マウス） 
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 NOD/Shi-scid/γcnullマウス（以下、NOG マウ
ス）は NOD/Shi-scid マウスと、IL-2 受容体コモ
ンγ鎖ノックアウトマウスを掛け合わせたも
ので、ヒト HSC の移植に最も適した免疫不全
マウスの一つである。雌 6～8 週齢の NOG マウ
スを実験動物中央研究所より購入し、国立感染
症研究所無菌飼育室で飼育･実験を行った。 
３．臍帯血造血幹細胞の分離と移植 
 臍帯血から Ficoll 比重遠心法により単核細
胞を分離し、MACS CD34+ アイソレーション
キット（Miltenyi Biotec）あるいは Stemsep キ
ット（ステムセルテクノロジー社）を用いて
CD34 陽性 HSC を分離した。1×104～1.2×105
個の CD34 陽性細胞を、尾静脈内投与により
移植した。その後、フローサイトメトリーに
より末梢血、骨髄、脾臓、胸腺などからヒト
CD45、CD19、CD3 陽性細胞を検出し、それ
ぞれヒトリンパ球、ヒト B 細胞、ヒト T 細胞
分化の指標とした。 
４．EBV 感染実験 
 EBV は、Akata 細胞の培養上清を 0.45μm
フィルターを通過させたのちに尾静脈内に接
種した。 
５．フローサイトメトリー 
 Beckman Coulter 社 Cytomics FC-500 を用い
て解析した。 
６．EBV 遺伝子発現の解析 
 組織内の EBV 蛋白質 EBNA2 および LMP1
は免疫化学染色により、また EBV がコードす
る小分子 RNA である EBER は in situ 
hybridization により検出した。また、RT-PCR
により末梢血細胞および各臓器におけるEBV
遺伝子発現を解析した。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究は直接ヒトを対象とする医療行為を
含まないが、ヒト臍帯血細胞を利用するため、
ヘルシンキ宣言に則った倫理的配慮を必要と
する。臍帯血バンクに提供された臍帯血には、
血液量の不足などの理由により移植に用いる
ことができないものが一定の割合で含まれ、多
くは廃棄されている。本研究はこのような臍帯
血を利用するものであり、提供者およびバンク
利用者に不利益は生じない。バンクへの臍帯血
提供の際には、移植に使用できない場合は研究
に利用する旨を説明し同意を得ている。また、
臍帯血バンクより提供を受ける際には、連結不
可能匿名化を行い、個人情報の保護を徹底した。
動物実験においては、動物実験指針を遵守し、
動物愛護の観点から十分な配慮をした。本研究
は国立成育医療センターおよび東京臍帯血バ
ンク倫理委員会の承認を得ている。 
 
C. 研究結果 
１．不顕性持続感染成立条件の検討 
 異なる提供者に由来する HSC を移植した 2
群（各群 6 頭）のヒト化マウスに、103, 102, 101, 
100, 10-1 TD50 (50% transforming dose)の EBV を
感染させ、末梢血 EBV DNA 量、末梢血リンパ
球マーカー発現および、体重等一般状態を定期
的に観察した。各群から 1 頭ずつを対照として
培養液を注射した。両群のマウスのうち 103 お
よび 102 TD50の感染を受けたものは 5~10 週の
間にリンパ腫を発症し一般状態が極めて悪化
したため安楽死させた。他のマウス（101 , 100 , 
10-1 TD50）は、22 週間の観察期間中著変を認め
なかった。実験終了時の解析では、脾臓、肝臓
をはじめとする諸臓器に病的変化を認めなか
ったが、EBV DNA が検出され、持続感染状態
であることが判明した（表 1）。 
２．不顕性持続感染マウスの解析 
比較的低濃度（101 , 100 , 10-1 TD50）の EBV を
感染させたマウスでは、末梢血 EBV DNA レベ
ルが変動し、一部のマウスではいったん上昇し
たのち検出感度以下にとどまった（図 1A）。ま
た、EBV DNA上昇にやや遅れて末梢血CD8(+)T
細胞の増加が認められた（図 1B）。実験終了時
（感染後 22 週）、脾臓組織において EBER in situ 
hybridization を行ったところ EBER 陽性細胞
（EBV 感染細胞）が散見された（図 2）。 
３．持続感染成立における免疫応答の役割の検
討 
ヒト化 NOG マウスでは、HSC 移植後約２ヶ
月から B 細胞、4 ヶ月から T 細胞の分化が認め
られる。EBV 関連 LPD 発症に対する T 細胞免
疫応答の防御機能を検証するために、移植後 3
ヶ月でB細胞のみが末梢血に認められる時期（6
頭）と、6 ヶ月で T 細胞が十分分化した時期（6
41
頭）の両者において EBV を感染させたところ、
3 ヶ月マウスでは、6 ヶ月マウスと比較して、
LPD 発症時期が早く、末梢血および諸臓器にお
ける EBV DNA 量が高いことが示された。さら
に、HSC の違いによる影響を除くために、同一
提供者由来 HSC によるヒト化マウス 12 頭を用
いて実験を行ったところ、結果は同様であり、
移植後 6 ヶ月で感染させたマウス（6 頭）では、
3 ヶ月で感染させたもの（6 頭）と比べてリン
パ腫の発症が早く、早期に重篤化する傾向が認
められた。 
４．免疫抑制剤投与実験 
不顕性持続感染状態のマウスに HIV を感染
させエイズリンパ腫モデルを作製する計画は、
不顕性持続感染の維持に免疫監視機構が関与
することを前提とする。この点を検証するため
に、免疫抑制剤投与実験を行った。4 TD50のEBV
を感染後 35 日目以降 cyclosporine A (5~10 
mg/kg/day)あるいは抗 CD3 抗体 OKT3（2 mg/ml）
を静脈内投与したところ、投与後 35 日におい
て、対照群 5 頭のうち 3 頭が生存していたのに
対して、cyclosporine A 投与群は 5 頭すべて、
OKT3 投与群は 3 頭全てが死亡した（図 3）。剖
検の結果、死亡マウスはリンパ腫を発症したこ
とが示された。これは、不顕性持続感染状態の
維持、すなわちリンパ腫の発症阻止に免疫監視
機構が関与することを示唆している。 
 
D. 考察 
 エイズリンパ腫のマウスモデルを作製し、治
療法開発および治療プロトコール最適化に応
用することが、本研究課題における分担研究者
の役割である。本年度は、エイズリンパ腫モデ
ル作製の第一段階である EBV 持続感染マウス
の作製条件の検討及び持続感染マウスのウイ
ルス学的病理学的検討、持続感染維持にたいす
る免疫監視機構の役割について検討した。 
 ヒト化 NOG マウスの EBV 感染では、感染ウ
イルス量が感染の帰結に大きく影響すること
が示された。比較的高濃度（103および 102 TD50）
では、リンパ腫が高頻度に発生し、それ以下の
ウイルス濃度（101 , 100 , 10-1 TD50）では、主に
不顕性の持続感染が成立した。従って、不顕性
持続感染状態の誘導には、101 TD50以下の EBV
感染が適すると考えられた。 
 このような低濃度で感染させると、末梢血
EBV DNA が一時的に上昇したのち検出感度以
下に低下するマウスが多く見られた。また、末
梢血 EBV DNA の上昇にやや遅れて末梢血
CD8(+)T 細胞の増加が認められたことから、
EBV 特異的 T 細胞が誘導されたと考えられる。
脾臓などの組織を病理学的に観察すると、EBV
感染細胞は極めて低頻度に存在し、増殖傾向を
認めなかった。 
 HSC 移植後 3ヶ月および 6 ヶ月のマウスを用
いた感染実験では、ヒト T 細胞が十分分化した
時期において、リンパ腫の発症に対してより抵
抗性であることが示唆された。さらに、
cyclosporine A や抗 CD3 抗体など免疫抑制剤が
リンパ腫の発症を促進することを示唆する結
果が得られた。これらの結果は、免疫監視機構
がリンパ腫に対して抵抗性を与えることを示
唆している。今後さらにマウスの個体数を増や
し結果を確認する予定である。 
 これらの結果をまとめると、低濃度の EBV
を感染させ不顕性持続感染状態となったマウ
スは、EBV の潜伏感染を受けた健常者と類似す
る状態にあり、この状態のマウスに HIV を感染
することにより、免疫不全が誘導されエイズリ
ンパ腫類似のリンパ腫が発生する可能性が高
いと考えられた。来年度以降はこれらの実験を
遂行し、EBV 単独の感染で発症するリンパ腫と
比較するとともに、治療薬の評価、新規治療プ
ロトコールの評価に応用する計画である。 
 
E. 結論 
 ヒト化 NOG マウスに低濃度（≦101 TD50）の
EBV を感染させることにより効率よく持続感
染状態を誘導することに成功した。この持続感
染の維持には免疫監視機構が関わること、従っ
て HIV により免疫不全状態をもたらすことに
よりエイズリンパ腫モデルを作製しうること
が示唆された。 
 
F. 健康危機情報 
  該当なし 
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表 1. 持続感染マウス臓器における EBV DNA 定量 
 N35-1 N35-3 
脾臓 6.2×102  5.7×103 
骨髄 検出感度以下 4.1×104  
肝臓 検出感度以下 2.7×104 
肺 2.7×103   1.0×104  
顎下リンパ節 1.6×103   6.9×103  
腋下リンパ節 検出感度以下 2.6×102  
腸間膜リンパ節 検出感度以下 4.1×102  
腎臓 1.2×103   4.8×104  
副腎 4.4×101   8.0×105  
 
 
 
 
 
 
図1.  EBV感染マウスの末梢血中EBV DNAおよび
T 細胞応答．101 TD50 の EBV を投与後、末梢血中の
EBV DNA 量（A）および CD8(+)陽性細胞の比率を
経時的に測定した。 
 
 
 
 
 
図 2. 不顕性持続感染マウスの脾臓における EBER
陽性細胞（矢印） 
 
 
 
 
 
図 3. EBV 関連リンパ増殖性疾患に対する免疫抑制
剤の効果．サイクロスポリン A（CSA）および抗 T
細胞抗体 OKT3 を投与した場合の生存曲線を対照と
比較した。 
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厚生労働科学省研究費補助金（エイズ対策研究事業） 
分担研究報告書 
 
エイズリンパ腫発症モデルと薬剤治療モデルの確立 
 
分担研究者 清水 則夫 東京医科歯科大学難治疾患研究所ウイルス治療学 準教授 
 
研究要旨 免疫不全マウス NOD にヒト臍帯血由来 CD34 陽性細胞を移植し
たマウス（ヒト化マウス）に HIV-1 を感染して HIV-1 持続感染マウスを作
成した。その後、HIV-1 持続感染マウスに EB ウイルス（EBV）を重感染し
エイズリンパ腫発症モデルの作成をめざした実験を行った。HIV-1 非感染
ヒト化マウスに EBV を感染したコントロールマウスと、HIV-1、EBV 重感染
マウス体内の EBV コピー数を経時的に測定した。HIV-1 感染マウスの方が
マウス体内における EBV コピー数が高くなると予想し実験を行ったが、実
験の結果予想に反しHIV-1非感染マウスの方が全身のEBVコピー数が高い
ことが示された。 
今後は、EBV 持続感染マウスへ HIV-1 を感染し、リンパ腫発症が亢進され
るか否か検討する予定である。 
 
 
A. 研究目的 
エイズの原因ウイルスであるヒト免疫不全ウ
イルス 1 型(HIV-1)は、年々その感染者が増加
し、昨年は初めて年間 1000 人を越える 1048 人
もの感染者が報告されている（厚生労働省エイ
ズ動向委員会発表）。 一方、近年開発された
有効な薬剤治療法（Highly Active Anti- 
Retroviral Therapy： HAART 療法）の導入によ
り HIV-1 感染者の予後は大幅に改善され、現在
ではHIV-1感染症は治療可能な慢性疾患となっ
た。しかし、HAART 療法によっても感染者から
HIV-1 を完全に排除することは不可能であり、
抗ウイルス剤の長期服用による副作用や薬剤
耐性HIV-1の出現など多くの問題が生じている。
さらに、エイズリンパ腫の発症率は HAART 療法
導入後も思ったように下がっておらず、現在で
もエイズ患者の長期的予後を脅かす最大の要
因となっている。エイズリンパ腫患者全体に占
める EBV 陽性例は減少傾向にあるものの、依然
半数近くのエイズリンパ腫は EBV 陽性である。
我々はEBV陽性エイズリンパ腫の治療法を確立
するため、ヒト臍帯血由来 CD34 陽性細胞を移
植した NOG マウス（ヒト化マウス）を利用した
エイズリンパ腫モデル実験系を確立し、エイズ
リンパ腫の新規治療法開発に応用することを
目的に実験を行った。 
 
研究方法 
 
１．NOG マウスへのヒト造血幹細胞移植 
臍帯血バンクより入手した研究用臍帯血から
Ficoll 遠心分離法により、単核球（CBMC）層を
回収した。分離した CBMC から MACS CD34+ アイ
ソレーションキット（Miltenyi Biotec）を使
用して CD34 陽性造血幹細胞を分離した。 
 6-8 週齢の NOG マウスへ尾静脈より 2 x 
104-1.0 x 105個の CD34 陽性造血幹細胞を投与
した。 
２．フローサイトメトリー解析 
 移植後 1-8 ヶ月のマウスの末梢血、脾臓、骨
髄、胸腺を採取し、フローサイトメトリー用に
単核球細胞を分離した。末梢血および各組織か
ら分離した単核球細胞を抗ヒト CD45, CD3, 
CD19, CD4, CD8 抗体および抗マウス CD45（す
べて Beckman Coulter）抗体で染色し、フロー
サイトメトリー（Beckman Coulter）解析を行
った。HIV-1 投与マウス由来のサンプルは、染
色後 1%ホルマリンで固定し解析した。 
３．HIV-1 感染実験 
45
 移植後、120-151 日目のマウスに、HIV-1JRCSF
（R5 指向性）、HIV-1MNp（X4 指向性）および
HIV-1NL4-3（X4指向性）をそれぞれ尾静脈より投
与した（20000-60000 TCID50/mouse）。投与後 4
ヶ月間に渡り定期的に採血、剖検を行い、ウイ
ルスコピー数の定量およびフローサイトメト
リー解析を行った。 
４．マウス血漿中 HIV-1 の定量 
HIV-1 感染マウスから回収した血漿から RNA を
抽出した（QIAamp Viral RNA Mini kit：QIAGEN）。
HIV-1 ゲノムコピー数は、ABI7300 Real-Time 
PCR system（Applied Biosystems社）で定量し
た。 
５．マウスへの HIV-1 と EBV の重感染実験 
移植後 4-5 ヶ月のマウスに、HIV-1JRCSF（R5指向
性）および HIV-1NL4-3（X4 指向性）を尾静脈よ
り投与し、さらに 8週間後に Akata 細胞培養上
清由来の EBV を尾静脈より投与した。その後定
期的に採血、剖検を行い、EBウイルスコピー数
の定量およびフローサイトメトリー解析を行
った。EBV-DNA は QIAamp DNA Mini kit（QIAGEN）
にて抽出し、ABI7300 Real-Time PCR system で
定量した。 
 また、同ドナー由来の臍帯血細胞から樹立し
た EBV 感染 B 細胞株（LCL）を HIV-1 感染マウ
スに投与し、その後 EB ウイルスコピー数の定
量およびフローサイトメトリー解析を行った。 
 
（倫理面への配慮） 
研究にはヒト臍帯血、実験動物を使用するため、
下記の点を留意して実験を行った。 
1. 臍帯血の使用に関しては、国立感染症研究所、
日本大学医学部および東京臍帯血バンクの倫
理委員会の承認を受け、規則に従い実施した。 
2. 臍帯血の採取は、あらかじめ医師を通じて妊
産婦に研究内容を説明し、文書による承諾を得
た上で行った。実際の採取は産婦人科の医師が
行い、匿名処理を行うなど研究者には必要以上
に提供者の情報が伝わらないよう留意した。ま
た、臍帯血は他の研究目的には使用しないため、
直接提供者が医学上の利益・不利益を得ること
はない。 
3. 動物実験は、「動物愛護の精神」を遵守し、
極力動物の苦痛軽減を配慮して行った。放射線
照射、細胞移植、採血、剖検の際は、必ず腹腔
より十分量のネンブタールを注入し、動物が眠
っていることを確認してから行っている。これ
は動物実験における実験処置に対する倫理基
準のカテゴリーＢ（動物に対してほとんど不快
感を与えないと思われる実験）レベルの実験に
相当する。 
B.  
C. 研究結果 
1. 長期生存するヒト化マウスの確立と発生す
るヒト細胞の解析 
 HIV-1 感染とそれに伴うエイズ発症モデルの
確立には、マウスの安定した長期生存が不可欠
である。我々は、ヒト造血幹細胞の移植方法の
改良を行い、移植後 300 日以上安定したマウス
の生存を可能とした。従来の SCID マウスや NOG
マウスへのヒト造血幹細胞の移植には放射線
照射が不可欠とされていたが、NOG マウスでは
放射線照射を行わなくてもヒト細胞の生着、発
生が十分に起こることが判明した。このヒト化
マウスの80%以上は移植後300日以上生存し（平
均生存期間：387 日）、300cGy の放射線照射し
たマウス（平均生存期間：188 日）に比べて明
らかな長期生存を示した。ヒト細胞の発生を経
時的に解析すると、発生初期のヒト細胞のほと
んどが B細胞であったが、移植後 100 日以降に
ヒトT細胞が顕著に増加するのがみとめられた。
また、脾臓や骨髄などの組織では単球／マクロ
ファージ、樹状細胞など免疫や HIV-1 感染に重
要なヒト細胞群の発生も確認された。 
2. HIV-1 感染実験 
 造血幹細胞移植後120-151日目のマウスを用
い、R5指向性 HIV-1JRCSF（65,000 TCID50 / マウ
ス）および X4指向性 HIV-1MNp（20,000 TCID50 / 
マウス）、X4指向性 HIV-1NL4-3（60,000 TCID50 / 
マウス）をそれぞれ尾静脈より投与した。投与
後116日目までの血漿中のウイルスコピー数を
測定したところ、すべてのマウスで感染が成立
し、3 ヶ月以上にわたって高いウイルスコピー
数（<7.8 x 106 copies/ml）が持続する慢性感
染が成立した（図 1）。感染マウスにおける末梢
血 CD4/CD8 の割合、CD4 陽性 T 細胞および CD8
陽性 T細胞の絶対数の変動を経時的にモニタリ
ングした結果、CD4/CD8 の割合は、非感染コン
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トロールマウス（7 匹）では、時間の経過と共
にやや増加する傾向があるのに対し、X4指向性
HIV-1MNp（5匹）および HIV-1NL4-3（6匹）に感染
した2つの個体群では経時的に減少していくの
がみられた（図 2. A）。一方、R5指向性 HIV-1JRCSF
（7 匹）感染マウスにおいても CD4/CD8 は減少
するもののその減少速度は比較的緩やかであ
った（図 2. A）。末梢血中 CD4 陽性 T 細胞の絶
対数についても同様な傾向がみられたが（図 2. 
B）、CD8 陽性 T細胞数は主に X4指向性 HIV-1 に
おいてのみ減少する傾向がみられた（図2. C）。
以上の結果から、このマウスがエイズモデルと
してさまざまな研究に応用できる可能性が示
された。 
 
 
 
3. HIV-1 と EBV の重感染実験 
 エイズ関連悪性リンパ腫の要因の一つとな
る EBV は健常人の 90%以上が感染しているが、
免疫によって潜伏感染状態に抑えられている。
一方でエイズや移植などで免疫不全状態にな
るとB細胞リンパ腫を発症することが問題とな
っている。我々は HIV-1 感染と並行して EBV 感
染実験を行い、リンパ腫発症モデルの作製を行
った（分担研究者藤原担当）。その結果、この
ヒト化 NOGマウスが EBV に対して強い免疫反応
を示し、投与時期やウイルス投与量によってリ
ンパ腫の形成をコントロールできることが明
らかとなった。そこで、HIV-1 と EBV を重感染
させ、免疫不全状態を誘導することにより「エ
イズに伴う日和見リンパ腫再現モデル」の作製
を試みた。 
 
 感染実験では、まず HIV-1 を感染させて CD4
陽性 T細胞の減少を再現し、その後 EBV を感染
させて病態の解析を行った。その結果、まず最
初に HIV-1 非感染マウス（3 匹）から末梢血中
EBV コピー数が検出され、その後顕著な体重減
少を示した。一方、R5指向性 HIV-1JRCSF（4匹）
および X4 指向性 HIV-1NL4-3（4 匹）に感染した
マウスでは、体重減少および末梢血中の EBV コ
ピー数の増加が遅れてみとめられた。EBV 投与
後 29日目のマウス 4匹を剖検した結果、HIV-1
非感染マウスでは各組織でリンパ腫の形成が
みとめられ、全身組織で高い EBV コピー数が検
出されたのに対し、HIV-1 感染マウスでは肉眼
的にリンパ腫の形成はみとめられず、全身組織
の EBV コピー数も HIV-1 非感染マウスに比べて
低い数値を示した（表 1）。このことから、HIV-1
感染マウスにおいては、何らかの要因によって
EBV 感染後の病態進行が遅れることが示された。 
  
 
全身の組織におけるEBVコピー数  / 100ng DNA（ EBV投与後29日目）
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次に、HIV-1 非感染マウス（4 匹）、HIV-1 感染
マウス（6匹）およびヒト細胞未移植マウス（6
匹）に同臍帯血ドナー由来のEBV感染細胞（LCL、
1 x 105-106細胞数）を投与し、その後の病態を
比較した。その結果、LCL 投与後 20-25 日目に
はすべての個体群で体重減少および末梢血中
EBV コピー数の増加がみられ、剖検解析からも
リンパ腫の発生および全身組織のEBVコピー数
に顕著な差はみられなかった（表 2）。このこと
から、HIV-1 感染が腫瘍形成の進行ではなく、
EBV 初期感染の過程で何らかの影響を与える可
能性が示された。 
 
Ｄ．考察 
 本研究では、ヒト造血幹細胞の移植法を改良
し、長期生存するヒト化マウスの作製に成功し
た。このマウスでは R5指向性および X4指向性
両方の HIV-1 に対し、高い viremia が長期間持
続する慢性感染が成立した。感染マウスでは、
CD4 陽性 T 細胞が経時的に減少し、エイズ様の
症状がみられた。このことから、エイズ発症メ
カニズムの解析モデルや長期の抗HIV-1薬の評
価モデルとして有用であると考えられる。 
 また、エイズ関連悪性リンパ腫は、HAART 療
法により慢性疾患化したエイズの長期予後を
脅かし、エイズ患者の直接死因の多くを占める。
本研究では、その要因の一つとなるEBVをHIV-1
と重感染させ、日和見エイズリンパ腫発症モデ
ルの作製を試みた。今回の実験からは、HIV-1
感染マウスではEBV投与後の病態進行が遅れる
ことが判明した。現在のところその要因は明ら
かではないが、105-106個の LCL を投与した場合
はリンパ腫の形成時期に顕著な差はみとめら
れず、HIV-1 感染が EBV 初期感染の過程に何ら
かの影響を及ぼしている可能性がある。今後、
日和見エイズリンパ腫モデルの作製には、（1）
EBV 接種により持続感染状態になったマウスに
HIV-1 を感染させる、（2）LCL 細胞数を調節し
て HIV-1 感染マウスに投与する、などの検討を
要すると考える。 
 
D. 結論 
免疫不全マウス NOD にヒト臍帯血由来 CD34 陽
性細胞を移植したヒト化マウスにHIV-1を感染
して作成した HIV-1 持続感染マウスに EBV を感
染し、エイズリンパ腫発症モデルの作成をめざ
した実験を行った。HIV-1 非感染ヒト化マウス
に EBV を感染したコントロールマウスと、
HIV-1・EBV 重感染マウス体内の EBV コピー数を
経時的に測定した。HIV-1・EBV 重感染マウスの
方がマウス体内におけるEBVコピー数が高くな
ると予想し実験を行ったが、予想に反し HIV-1
非感染マウスの方が全身のEBVコピー数が高い
ことが示され、HIV-1 感染マウスでは EBV 投与
後の病態進行が遅れることが判明した。現在の
ところその要因は明らかではないが、105-106
個のLCLを投与した場合はリンパ腫の形成時期
に顕著な差はみとめられず、HIV-1 感染が EBV
初期感染の過程に何らかの影響を及ぼしてい
る可能性が考えられる。 
 
E. 健康危機情報 
  該当なし 
 
G. 研究発表 
1. 論文発表 
1. Watanabe S, Terashima K, Ohta S, Horibata S, 
Yajima M, Shiozawa Y, Dewan Z, Yu Z, Ito M, 
Morio T, Shimizu N, Honda M, and Yamamoto N.  
Hematopoietic stem cell-engrafted NOD/SCID 
/IL2Rgnull mice develop human lymphoid system 
and induce long-lasting HIV-1 infection with 
specific humoral Immune Responses Blood 
109:212-218, 2007. 
2. Kawaguchi T, Sugita S, Shimizu N and 
Mochizuki M. Kinetics of aqueous flare, intraocular 
pressure and virus-DNA copies in a patient with 
cytomeralovirus iridocyclitis without retinitis. 
International Ophthalmology 2007 May24; [Epub 
ahead of print] 
3. Watanabe S, Ohta S, Yajima M, Terashima K, Ito 
M, Mugishima H, Fujiwara S, Shimizu K, Honda M, 
Shimizu N and Yamamoto N. Humanized 
NOD/SCID/IL2Rgnull mice transplanted with 
hematopoietic stem cell under non-myeloablative 
condition show prolonged life spans and allow 
detailed analysis of HIV-1 pathogenesis. 
48
Journal of Virology, 81:13259-13264, 2007 
3. Sugita S, Shimizu N, Kawaguchi T, Akao N, 
Morio T, Mochizuki M. Identification of human 
herpesvirus 6 variant A in a patient with unilateral 
panuveitis. Archives of Ophthalmology in press. 
 4. Nakamura H, Ishii C, Suehiro M, Iguchi A, 
Kuroda K, Shimizu K, Shimizu N, Imadome K, 
Yajima M, and Fujiwara S. The latent membrane 
protein 1 (LMP1) encoded by Epstein-Barr virus 
induces expression of the putative oncogene Bcl-3 
through activation of the nuclear factor-kB.  Virus 
Researches, in press.  
5. Kido S, Sugita S, Horie S, Miyanaga M, Miyata 
K, Shimizu N, Morio T, Mochizuki M. Association 
of varicella-zoster virus (VZV) load in the aqueous 
humor with clinical manifestations of anterior 
uveitis in herpes zoster ophthalmicus and zoster 
sine herpete. British Journal of Ophthalmology, In 
press. 
6. Takahashi H, Sugita S, Shimizu N, Mochizuki M.  
A high viral load of Epstein-Barr virus (EBV) DNA 
in ocular fluids in a HLA-B27 negative acute 
anterior uveitis patient with psoriasis. Japanese 
Journal of Ophthalmology, in press. 
 
（国内学会） 
１．矢島美彩子、今留謙一、渡辺哲、寺嶋一夫、
中村浩幸、清水則夫、本多三男、山本直樹、藤
原成悦：ヒト臍帯血幹細胞移植ＮＯＧマウスを
用いた EB ウイルス感染モデルの作製 第 4 回
EB ウイルス研究会 2007 年 6月 東京 
２． 今留謙一、矢島美彩子、渡辺哲、中川温
子、寺嶋一夫、中村浩幸、伊藤守、清水則夫、
本多三男、山本直樹、藤原成悦：ヒト化マウス
モデルにおける EB ウイルス特異的免疫応答 
第 4回 EB ウイルス研究会 2007 年 6月 東京 
３．中村浩幸、石井千尋、末廣正和、井口晃史、
黒田和道、清水一史、今留謙一、矢島美彩子、
清水則夫、藤原成悦：EB ウイルス LMP1 による
Bcl-3発現誘導 第4回EBウイルス研究会2007
年 6月 東京 
４．今留謙一、矢島美彩子、渡辺哲、寺嶋一夫、
中村浩幸、清水則夫、本多三男、山本直樹、藤
原成悦：ヒト化 NOG マウスモデルにおける EB
ウイルス特異的免疫応答 55 回日本ウイルス
学会学術集会 2007 年 10 月 札幌 
５．Imadome K, Yajima M, Watanabe S, Nakagawa 
A, Terashima K, Nakamura H, Ito M, Honda M, 
Shimizu N, Yamamoto N,  Fujiwara S: 
Epstein-Barr virus-specific immune response 
in the humanized NOG mouse model. 第 37 回
日本免疫学会学術集会 2007 年 11 月 東京 
 
H. 知的所有権の出願・取得状況 
 
1. 特許取得      なし 
２．実用新案登録    なし 
３．その他             なし
49
 50
厚生労働科学省研究費補助金（エイズ対策研究事業） 
分担研究報告書 
 
エイズ関連悪性リンパ腫発症マウスモデルの確立 
 
分担研究者 岡田 誠治 熊本大学エイズ学研究センター予防開発分野 教授 
 
研究協力者  鈴 伸也 熊本大学エイズ学研究センター・予防開発分野 准教授 
 
 
研究要旨 新規高度免疫不全マウス(NOD/Scid/Jak3 欠損マウス)腹腔内に
ヒト Primary effusion lymphoma (PEL)細胞株を移植することにより、PEL
マウスモデルを樹立した。更に MTT 法によりスクリーニングの結果得られ
た NF-kB 阻害剤は、PEL の増殖を in vivo においても阻害した。また、
NOD/Scid/Jak3 欠損マウス体内で NK 細胞が特異的に増殖する系を用いて
NK 細胞と抗体の ADCC 活性により Burkitt リンパ腫を治療するマウスモデ
ルを樹立した。これらのマウスモデルは、今後エイズ関連悪性リンパ腫の
新たな治療法の開発に有用である。 
 
 
 
 
 
A. 研究目的 
 エイズの原因ウィルスであるヒト免疫不全
ウィルス(HIV-1)は、年々その感染者が増加し
ている。近年有効な薬剤治療法が開発されたた
め、HIV-1 感染者の治療状況は大幅に改善され
た。HAART 導入により、日和見感染症の合併は
減少したが、悪性腫瘍の合併は増加し、特に近
年悪性リンパ腫の合併率が高くなっている。
HIV-1 感染者は一般人の 60－100 倍悪性リンパ
腫発症率が高く、治療も困難なことから HIV-
１感染者の長期予後を規定する重要な合併症
となっている。そのため、エイズ関連悪性リン
パ腫の標準的な治療法の確立は急務となって
いる。 
 本研究の目的は、エイズ関連悪性リンパ腫の
マウスモデルを作成し、エイズ関連リンパ腫の
標準的な治療法、新規治療法の開発に供するこ
とである。本年度は、特に HIV-1 多い Burkitt
リンパ腫と Primary effusion lymphoma (PEL)
の治療モデル作成に重点をおいて研究を行っ
た。 
  
B. 研究方法 
 ヒト Primary effusion lymphoma (PEL)細
胞 株 (BCBL-1,TY-1,BC-1,BC-3,RM-P1)  と
Burkitt リンパ腫細胞株(Raji 等)に様々な薬
剤や抗体を添加し、MTT 法によりその影響を
調べた。 
高度免疫不全マウスであるNOD/Scid/Jak-3
欠損マウスは、NOD/Scid マウスに Jak-3 欠損
マウス（理化学研究所 RCAI 斉藤隆博士から供
与）をバッククロスして作成した。純化した
ヒト臍帯血中 CD34 陽性細胞を 2.5 Gy 放射線
照射したマウスへ移植し、経時的に末梢血や
種々のマウス臓器中におけるヒト血液細胞の
出現を flow cytometry 法等により解析した。  
また、NOD/Scid/Jak-3 欠損マウス腹腔に PEL
細胞株BCBL-1を移植してPELモデルマウスを
作成し、更に薬剤投与による治療モデルを作
成した。 
 
（倫理面への配慮） 
 ヒト由来試料（末梢血・臍帯血等）を用いた
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研究は、熊本大学大学院医学薬学研究部等倫理
委員会の承認を受け、規則に従い実施している。
また、免疫不全マウスの作成及び移植実験等の
動物実験は、熊本大学本荘地区動物実験委員会
の承認を得た上で「熊本大学動物実験指針」に
従い実施している。 
1) 研究対象者に対する人権擁護上の配慮 
 研究に用いる臍帯血・末梢血は、他の研究目
的には使用しない。臍帯血・末梢血は匿名処理
を行うため、個人情報が流出することはない。
また、同意書に署名後も試料採取・使用までの
期間に同意を撤回することを可能としている。 
2) 研究方法による研究対象者対する利益・不
利益 
 本研究により、直接提供者が医学上の利益・
不利益を得ることはない。 
3) 危険性の排除 
 臍帯血は臍帯を切り離した後で、臍帯・胎盤
に残った血液を採取するため、新生児と母体へ
の影響はない。また、臍帯血の採取は母子共に
安全な分娩のみに限るとし、臍帯血採取によっ
て分娩時の危険性が増す可能性を排除してい
る。 
 末梢血は、医師が問診した上で健康に問題な
いと判断した場合に限り、医師が採血している。
採血に伴う身体への危険性はありうるが、これ
は通常の診療行為を越えるものではない。一回
の採取量は 10-100 ml であり、採血量は、本人
の了解のもとに決定している。 
4) インフォームドコンセントに係わる状況 
 臍帯血採取に関しては、協力医療機関の医療
スタッフ（医師）が本研究の趣旨を説明し、臍
帯血提供の同意を得られた方のみ同意書に署
名していただいている。この際、説明を行った
医療スタッフ名を明記し、同意書は協力医療機
関において厳重に保管している。 
 末梢血採取に関しては、熊本大学エイズ学研
究センターのスタッフ（医師）が本研究の趣旨
を説明し、末梢血提供の同意を得られた方のみ
同意書に署名していただいている。この際、説
明を行った医師名を明記し、同意書はエイズ学
研究センターにおいて厳重に保管している。 
5) 実験動物に対する動物愛護上の配慮 
 動物実験は、「熊本大学動物実験指針」を遵
守し、極力動物の苦痛軽減に配慮して行ってい
る。動物実験における実験処置に対する倫理基
準では、カテゴリーＢ（動物に対してほとんど
不快感を与えないと思われる実験）レベルの実
験であり、解析時には「動物の処分方法に関す
る指針」を遵守して、頸椎脱臼により安楽死さ
せている。 
 
C. 研究結果 
1) MTT 法による抗 PEL 薬剤のスクリーニング 
 PEL では NF-kB が活性化していることが知ら
れていることから、NF-kB 阻害作用のある物質
を中心に抗 PEL 薬剤のスクリーニングを行い、
数種類の候補物質を得た。 
2) PEL 発症マウスモデルの樹立 
 NOD/Scid/Jak-3欠損マウス腹腔にPEL細胞株
BCBL-1を移植してPEL発症マウスモデルを作成
した。BCBL-1 1×107 個を腹腔内に移植したと
ころ 3週間後には腹水の増加と肺・肝・脾臓に
転移が認められた。 
3) PEL 治療マウスモデル開発 
 スクリーニングで抗 PEL 作用の認められた
NF-kB 阻害剤 P を PEL 発症マウスモデルに投与
したところ、腹水の減少と転移阻止作用が認め
られた。Pは、既に臨床の現場で使われており、
副作用がほとんどないことから、新たな抗 PEL
薬として期待される。 
4) NK 細胞による Burkitt リンパ腫治療モデル
の樹立 
 NOD/Scid/Jak-3 欠損マウス腹腔内にヒト腎
癌細胞株GHINK-1と臍帯血単核球を同時に移植
することにより、ヒト NK 細胞が特異的に増殖
する系を開発した。このマウス皮下に Burkitt
リンパ腫細胞株 Raji を移植したところ、3週間
後には腫瘍塊を形成したが、Rituximab を同時
に投与したところ、腫瘍塊は縮小した。 
 
D. 考察 
エイズ関連悪性リンパ腫のマウスモデルを
作成した。PEL の治療薬として、NF-kB 阻害物
質が期待されているが、本研究でも NF-kB 阻害
作用のある種々の薬物が有用であるという知
見を得た。特に NF-kB 阻害剤 Pは、既に臨床で
使われており、重篤な副作用がないことから、
PEL の新たな治療薬として期待される。 
また、ADCC（Antibody-dependent cellular 
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cytotoxicity）活性を活用した ADCC 療法は、
細胞標的療法として期待されている。本研究に
おいては、高度免疫不全マウス体内でヒト NK
細胞が特異的に増殖する系にRituximabを投与
することにより、NK細胞が抗体を介して腫瘍細
胞を殺傷する ADCC 療法による Burkitt リンパ
腫の治療モデルを作成した。本モデルを用いる
ことにより、様々な新規抗体を用いた ADCC 療
法の効果判定が可能になることが期待される。 
 
E. 結論 
 高度免疫不全マウスを用いて、エイズ関連
悪性リンパ腫のマウスモデルを樹立した。更に、
このマウスモデルを用いて薬剤による治療薬
と ADCC 療法の評価系を確立した。本マウスモ
デルは、今後エイズ関連悪性リンパ腫の新たな
治療法の開発に役立つことが期待される。 
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